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Znanstveno izhodišče: Za vnos plazmidne DNA (pDNA) v celice ali tkiva lahko uporabimo 
različne dostavne metode. Ena izmed teh je elektroporacija oz. genski elektroprenos (GEP) 
oz. elektrogenska terapija. Pri GEP-u celice izpostavimo zunanjemu električnemu polju z 
določeno jakostjo in trajanjem ter pri tem vplivamo na prepustnost membrane. Pri 
zdravljenju rakavih sprememb se pri elektrogenski terapiji uporabljajo predvsem geni, ki 
vplivajo na imunski odgovor ali angiogenezo tumorja (Cemazar, Jarm in Sersa, 2010; Bosnjak 
in sod., 2013; Tesic in Cemazar, 2013). Pri predhodnih poskusih nam je na mišjem modelu z 
GEP-om uspelo doseči regresijo tumorja tudi pri kontrolni skupini, kjer smo uporabili le 
plazmidno DNA brez terapevtskega gena (Grosel in sod., 2006; Heller, Todorovic in Cemazar, 
2013). Upočasnjeno rast in regresijo tumorja po GEP-u plazmidne DNA brez terapevtskega 
gena so opazili tudi v drugih raziskavah (Slack in sod., 2002; Ugen in sod., 2006). Ker 
plazmidna DNA brez terapevtskega gena ne nosi zapisa za terapevtski protein, do regresije 
tumorja ni prišlo zaradi terapevtskega učinka. Predvidevamo, da plazmidna DNA z GEP-om 
vstopi v celico z endocitozo ali skozi pore v membrani, ki nastanejo po izpostavitvi celice 
električnim pulzom (Rosazza in sod., 2013). Celice citosolno DNA zaznajo s pomočjo 
citosolnih senzorjev DNA v celici (Hornung in Latz, 2010; Desmet in Ishii, 2012; Paludan in 
Bowie, 2013). Po vstopu pDNA v celico se ob njeni vezavi na senzorje DNA sproži kaskada 
reakcij znotrajceličnega signaliziranja, ki vodi do prepisa genov, ki kodirajo vnetne citokine 
in interferone. Poleg prepisovanja genov lahko pride tudi do sprožitve različnih oblik celične 
smrti, in sicer piroptoze, nekroptoze in apoptoze (Paludan, Reinert in Hornung, 2019). 
Prisotnost senzorjev DNA so dokazali v imunskih in v nekaterih neimunskih celicah 
(Dombrowski in sod., 2011; Keating, Baran in Bowie, 2011; Broz in Monack, 2013).  
Namen in hipoteze: Namen doktorskega dela je bil ugotoviti, ali po vnosu pDNA brez 
terapevtskega gena v tumorske, netumorske celice, sferoide melanoma in vitro ter tumorje 
melanoma in vivo, ob uporabi treh različnih protokolov elektroprenosa (EP1, EP2, EP3), 
vplivamo na izražanje senzorjev DNA, vnetnih citokinov in interferonov. Naša hipoteza je 
bila, da je citotoksični in protitumorski učinek elektroprenosa plazmidne DNA brez 
terapevtskega gena posredovan tudi s povišanim izražanjem citosolnih senzorjev DNA v 
netumorskih in tumorskih celicah in vitro in in vivo.  
Metode: Za vnos pDNA v celične linije smo uporabili elektroporacijo s tremi različnimi 
protokoli elektroprenosa; EP1 (600 V/cm, 8 pulzov, trajanje 5000 µs, 1 Hz), EP2 (1300 V/cm, 
6 pulzov, trajanje 100 µs, 4 Hz) in EP3 (1 pulz 600 V/cm, trajanje 0,1 ms in 4 pulzi 80 V/cm, 
trajanje 100 ms, 1 Hz). Za elektroprenos pri sferoidih smo, ko so ti dosegli velikost 400 µm, 
dovedli električne pulze EP2. Pri poskusih in vivo smo v tumorje najprej vbrizgali 50 µl 
plazmidne DNA, s koncentracijo 2 mg/ml, in dovedli 8 električnih pulzov, z napetostjo 600 
V/cm ali 800 V/cm in trajanjem 5000 µs in frekvenco 1 Hz. Uspešnost transfekcije na 
različnih celičnih linijah in sferoidih B16F10 smo spremljali s pretočnim citometrom, s 
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pomočjo plazmidne DNA, ki nosi zapis za zeleno fluorescirajoči protein (pEGFP). 
Citotoksičnost plazmidne DNA brez terapevtskega gena smo podali kot razmerje med 
viabilnimi celicami v tretirani skupini in viabilnimi celicami v kontrolni skupini, s pomočjo 
testa metabolne aktivnosti »Presto-Blue«. Vpliv plazmidne DNA brez terapevtskega gena na 
preživetje celic v sferoidu mišjega melanoma B16F10 smo spremljali  z merjenjem premera 
sferoidov pod svetlobnim mikroskopom. Zaostanek v rasti tumorjev smo določili na osnovi 
prostornine, ki smo jo izračunali na podlagi vrednosti treh med seboj pravokotnih premerov 
tumorja. Izražanje mRNA senzorjev DNA, interferona in vnetnih citokinov smo določali z 
metodo verižne reakcije s polimerazo v realnem času (RT-PCR). Na proteinskem nivoju smo 
določali prisotnost senzorjev DNA, interferonov in vnetnih citokinov s pomočjo pretočnega 
citometra, z metodo prenosa western in metodo ELISA. Za imunohistokemično barvanje 
celic in tumorjev smo uporabili ustrezna mišja primarna protitelesa in sekundarno protitelo. 
Nekrozo smo ocenili na tumorskih rezinah, ki smo jih pobarvali s hematoksilin-eozinom. Vse 
histološke preparate smo pogledali pod mikroskopom in jih obdelali s programom za analizo 
slik. Mehanizme celične smrti na celičnih linijah in sferoidih smo določili s pretočnim 
citometrom po obarvanju z barvili Annexin V in 7AAD. Morfološke značilnosti celic po 
elektroprenosu pDNA smo spremljali s pomočjo barvanja po Giemsi in opazovanjem pod 
svetlobnim mikroskopom. Podatke smo statistično obdelali z uporabo programa SigmaPlot 
(Systat Software Inc., ZDA). Statistično značilne razlike med skupinami smo ugotavljali s 
testom enosmerne in dvosmerne analize variance (One/Two Way ANOVA). 
Rezultati: Z uporabo različnih protokolov elektroprenosa smo uspešno transfecirali vse 
celične linije, vendar je bila stopnja transfekcije pogojena tako z uporabo protokola 
elektroporacije kot celične linije. Pri poskusih na sferoidih se je delež vseh transfeciranih 
celic zmanjšal. Po elektroprenosu pDNA smo s protokoloma EP1 in EP2 določili zmanjšan 
delež preživetja celic in povečano izražanje nekaterih senzorjev DNA. Po elektroprenosu 
pDNA s protokolom EP3 se delež preživetja celic z večanjem koncentracije pDNA ni zmanjšal, 
ravno tako ni bilo velikega povečanja v izražanju senzorjev. Pri vseh celičnih linijah se je 
povišalo izražanje senzorjev Ddx60, Ifi204/p204 in Dai. Pri netumorski celični liniji KERA 308 
smo po elektroprenosu pDNA določili povišano izražanje senzorja Aim2, ki ga v tumorskih 
celičnih linijah nismo zaznali. Povišana ekspresija senzorjev DNA je sovpadala tudi s 
povišanjem citokinov IFNβ in TNFα. In vitro smo po elektroprenosu pDNA določili tudi 
povečan delež nekrotičnih in apoptotičnih celic. Pri in vivo poskusih je po elektroprenosu 
pDNA prišlo do zaostanka v rasti tumorja in do popolne regresije tumorja pri 1 od 10 miši, 
vendar statističnega povečanja izražanja senzorjev nismo zaznali. Po elektroprenosu pDNA 
s protokolom EP1 se je delež nekroze povečeval in dosegel 84 % tumorja, na obrobju 
tumorja pa smo opazili tudi vnetne imunske celice. 
Zaključki: V raziskavi smo ugotovili, da se po elektroprenosu pDNA poveča izražanje 
nekaterih senzorjev DNA, povečanje pa je odvisno od posamezne celične linije in od 
protokola elektroprenosa. Poleg celičnih linij smo prisotnost senzorjev DNA dokazali tudi v 
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tumorjih in zaostanek v rasti tumorjev po elektroprenosu pDNA. Posledično se je z vezavo 
senzorjev DNA na pDNA povečalo tudi izražanje citokinov INFβ in TNFα. Dokazali smo 
različne tipe celične smrti, ki so posledica tako protokola elektroporacije kot aktivacije 
senzorjev DNA.  
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Scientific background: To introduce plasmid DNA (pDNA) into cells and tissues we can use 
different delivery methods. One of them is electroporation also known as gene 
electrotransfer (GET) or electrogene therapy, during which cells are exposed to electric 
pulses with specific intensities and durations in order to increase the permeability of the 
cell membrane. In cancer electrogene therapy, genes that affect the immune system or 
tumor angiogenesis are used (Cemazar, Jarm and Sersa, 2010; Bosnjak et al., 2013; Tesic 
and Cemazar, 2013). In our laboratory, we achieved tumor regression after electrogene 
therapy with only pDNA without a therapeutic gene in control groups of mice (Grosel et al., 
2006; Heller, Todorovic and Cemazar, 2013). Similarly, tumor growth delay and regression 
after GET of pDNA without the therapeutic gene was also determined in other laboratories 
(Slack et al., 2002; Ugen et al., 2006). Because the pDNA without the therapeutic gene did 
not encode a therapeutic protein, tumor regression is not due to a therapeutic effect. It was 
predicted that, after GET, pDNA enters the cell with endocytosis or through pores that are 
established in the membrane after exposure to the electric field (Rosazza et al., 2013). Cells 
detect cytosolic DNA via intracellular DNA sensors (Hornung in Latz, 2010; Desmet in Ishii, 
2012; Paludan in Bowie, 2013). After pDNA enters the cells, DNA sensors can bind to it thus 
triggering an intracellular signalling cascade and the subsequent transcription of genes 
encoding proinflamatory cytokines, interferons. Aside from transcription different cell 
deaths such as piroptosis and necroptosis may be triggered (Hornung and Latz, 2010; 
Christophe J. Desmet and Ishii, 2012; S. Paludan and Bowie, 2013; Paludan, Reinert and 
Hornung, 2019). The presence of DNA sensors was confirmed in immune cells and some 
non-immune cells (Dombrowski et al., 2011; Keating, Baran and Bowie, 2011; Broz and 
Monack, 2013). 
Aim and hypotheses: The aim of this study was to determine the effect of GET of pDNA 
without the therapeutic gene into tumor cells, normal cells and melanoma spheroids in vitro 
and into melanoma tumors in vivo, using three different electroporation protocols (EP1, 
EP2, EP3), on the expression of DNA sensors, proinflammatory cytokines and interferons. 
Our hypothesis was that the cytotoxic and antitumor effects of GET pDNA without the 
therapeutic gene are also mediated by the increased expression of cytosolic DNA sensors in 
tumor and normal cells in vivo and in vitro.  
Methods: To introduce pDNA into all cell lines, we used three different electrotransfer 
protocols; EP1 (600 V/cm, 8 pulses, duration 5000 µs, 1 Hz), EP2 (1300 V/cm, 6 pulses, 
duration 100 µs, 4 Hz) and EP3 (1 pulse 600 V/cm, duration 0,1 ms + 4 pulses, 80 V/cm, 
duration 100ms , 1 Hz). Once the spheroids reached the size of 400 µm, EP2 pulses were 
used for GET of pDNA. During in vivo experiments, 50 µl pDNA (2 mg/ml) was intratumorally 
injected and 8 pulses with a voltage of 600 V/cm and 800 V/cm, duration of 5000 µs and a 
frequency of 1 Hz were applied. The transfection efficiency in different cell lines and 
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melanoma spheroids was determined with flow cytometry and by using pDNA encoding 
green fluorescent protein gene (pEGFP) for GET. Cytotoxicity of pDNA without the 
therapeutic gene was determined as the ratio between viable cells in the test group and 
viable cells in the control group using the metabolic activity assay »Presto-Blue«. The effect 
of pDNA without the therapeutic gene on survival of cells in mouse melanoma B16F10 
spheroids was determined by measuring spheroid diameters under a light microscope. The 
growth delay of mouse melanoma tumors was determined by tumor volume, which was 
calculated with the 3 perpendicular diameters of the tumor that were measured using a 
vernier caliper. The expression of DNA sensor mRNAs, interferons and proimmflamatory 
cytokines was determined using real-time polymerase chain reaction (RT-PCR). On a protein 
level, we determined the presence of DNA sensors, interferons and proinflammatory 
cytokines using flow cytometry, western blot and ELISA. For immunohistochemcial staining 
of cells and tumors, we used appropriate mouse primary antibodies and a secondary 
antibody. Necrosis was evaluated on tumor slides stained with hematoxylin-eosin. All 
histological samples were observed under the light microscope and analyzed using an 
imaging software. Annexin V and 7AAD stained cell lines and spheroids were analyzed 
analysed with flow cytometry to examine the mechanisms of cell death. Morphological 
changes of cells after electrotransfer of pDNA were analyzed by staining with Giemsa and 
observing under the light microscope. SigmaPlot (Systat Software Inc.) program was used 
for statistical analysis. Statistical significance between groups were determined by One-Way 
or Two-Way analysis of variance (One/Two-Way ANOVA). 
 
Results: All cell lines were successfully transfected using any of the three electroporation 
protocols; however, the transfection efficiency was protocol and cell line dependent. In 
spheroids, the transfection efficiency was lower than in cell lines and only the spheroid rim 
was transfected. After GET of pDNA without the therapeutic gene, a decrease in cell survival 
and an increase in cytosolic DNA sensors expression was shown with EP1 and EP2 protocols. 
With EP3 protocol, there was no decrease in cell survival nor increase in cytosolic DNA 
sensors expression regardless of the increase in pDNA concentration. An increase in 
expression of DNA sensors Ddx60, Ifi204/p204 and Dai was detected in all cell lines. In the 
normal cell line KERA 308 we observed an increased expression of a cytosolic DNA sensor 
AIM2 after electrotransfer of pDNA. This DNA sensor was not detecte in tumor cell lines. 
Increase in expression of DNA sensors corresponded with an increase in cytokine IFNβ and 
TNFα expression. Additionally, an increase in necrotic and apoptotic cell was observed after 
electrotransfer of pDNA in vitro.  In vivo,  electrotransfer of pDNA led to tumor growth delay 
and tumor regression (1 of 10 mice); however, there no significant increase in the 
expression of DNA sensors was observed. Using the EP1 protocol for electrotransfer of 
pDNA tumor necrosis reached 84% and proinflammatory immune cells were observed in 
the tumor periphery . 
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Conclusions: The results of the study showed an increase in the expression of several DNA 
sensors after electrotransfer of pDNA; however, the increase was dependent on the cell line 
and the electrotransfer protocol used. We observed tumor growth delay after 
electrotransfer of pDNA and showed the presence of DNA sensors in tumors. We concluced 
that DNA binding to DNA sensors consequently led to an increased cytokine  INFβ and TNFα 
expression. Finally, we showed different types of cell death, apoptosis and necrosis, as a 
consequence of different electrotransfer protocol used. 
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KRATICE IN OKRAJŠAVE 
AIM2 Odsoten v melanomu 2 (angl. Absent in melanoma 2) 
ATP Adenozin trifosfat (angl. Adenosine triphosphate) 
bp Bazni pari (angl. Base pair) 
B16F10 Celična linija mišjega melanoma (angl. Murine melanoma cell line) 
cGAS Ciklični gvanozin monofosfat-adenozin monofosfat sintaze (angl. Cyclic 
guanosine monophosphate-adenosine monophosphate synthase) 
C2C12 Celična linija mišjih mioblastov (angl. Mouse myoblast) 
DAI/ZBP1 Od interferon regulatornega faktorja odvisen aktivator (angl. DNA-
depended activator of interferon regulatory factor/ Z-DNA binding protein 
1) 
DDX41 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) boks polipeptid 41(angl. DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) 
box polypeptide 41) 
DDX60 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) boks polipeptid 60 (angl. DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) 
box polypeptide 60) 
DHX36 DEAH (Asp-Glu-Ala-His) boks helikaza 36 (angl. DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) 
box helikase 36) 
DHX9 DEAH (Asp-Glu-Ala-His) boks helikaza 9 (angl. DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box 
helikase 9) 
DAPI 4',6-diamidino-2-fenilindol-dihidroklorid (angl. 4′,6-Diamidine-2′-
phenylindole dihydrochloride) 
ECT Elektrokemoterapija (angl. Elctrochemotherapy) 
EGT Elektrogenska terapija (angl. Elctrogenetherapy) 
ELISA Encimska imunoadsorpcijska preiskava (angl. Enzyme-Linked 
ImmunoSorbent Assay) 
EP Elektroporacija (angl. Electroporation) 
EP1 Prvi protokol elektroporacije (8-krat 600 V/cm, 5 ms, 1 Hz) 
EP2 Drugi protokol elektroporacije (6-krat 1300 V/cm, 100 µs, 4 Hz) 
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EP3 Tretji protokol elektroporacije (1-krat 600 V/cm, 0,1 ms + 4-krat 80 V/cm, 
100 ms, 1 HZ) 
FITC Fluorescein izotiocianat (angl. Fluorescein isothiocyanate) 
GEP Genski elektroprenos (angl. Gene electrotransfer) 
GFP Zeleni fluorescentni protein (angl. Green fluorescent protein) 
Ku70 Lupusu Ku avtoantigeni protein p70 (angl. Lupus Ku autoantigen protein 
p70) 
IFNAR1 Interferon alfa/beta receptor 1 (angl. Interferon alpha and beta receptor 1) 
IFNβ Interferon β (angl. Interferon β) 
IL-1β Interlevkin 1β (angl. Interleukin 1β) 
KERA 308 Mišja celična linija keratinocitov (angl. Mouse keratinocytes) 
LRRFIP1 Z levcinom bogat protein 1 (angl. Leucine-rich repeat flightless-interacting 
protein 1) 
L929 Mišje celice fibroblasta (angl. Mouse fibrroblasts) 
MRE11 Homolog mejotske rekombinacije 11 (angl. Meiotic recombination 11 
homolog) 
ND Nismo določili 
NLR Na nukleotide vezoči receptorji z oligomerizacijsko domeno (angl. NOD like 
receptors) 
IFI202/p202 Z interferonom aktiviran protein 202 (angl. Interferon activated protein 
202) 
IFI204/p204 Z interferonom aktiviran gen 204 (angl. Interferon-inducible protein 204) 
pDNA Plazmidna DNA (ang. Plasmid DNA) 
pEGFP-N1 Plazmid, ki vsebuje gen za zeleni fluorescentni protein (angl. Plasmid 
coding for green fluorescent protein) 
PBS Puferirana fiziološka raztopina (angl. phosphate buffered saline) 
PRR Vzorčno prepoznavni receptorji (angl. Pattern recognition receptors) 
RIG I Z retinojsko kislino reduciran gen (angl. Retinoic acid inducible gene I) 
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RT-PCR Verižna reakcija s polimerazo v realnem času (angl. Real time polimerase 
chain reaction) 
SOX2 Spol določajoča regija Y-box 2 (angl. Sex determining region Y-box 2) 
TLR9 Tolični receptor 9 (angl. Toll-like receptor 9) 
TNFR1 Receptor 1 za tumorski faktor nekroze (angl. Tumor necrosis factor type I 
receptor) 
TNFα Tumor nekrotizirajoči faktor α (angl. Tumor necrosis factor α) 
TS/A Celična linija mišjega karcinoma dojke (angl. Mouse mammary 
adenocarcinoma cell line) 
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Rak je skupina bolezni, ki jim je skupna nenadzorovana delitev in rast celic različnih tkiv, in 
lahko vodi v smrt organizma. Nastane zaradi sprememb v onkogenih, tumor-zaviralnih genih 
ali genih mikroRNA. Onkogeni sodelujejo pri rasti in proliferaciji celic ter pri preprečevanju 
apoptoze, tumor zaviralni geni pa pri popravilu DNA, kontroli in zaustavitvi celičnega cikla, 
preprečevanju metastaziranja in aktivaciji apoptoze. Tumorji so lahko maligni (rakavi) ali 
benigni in nastanejo iz spremenjenih matičnih ali normalnih diferenciranih celic. 
Večstopenjski proces pretvorbe normalne celice v maligno imenujemo kancerogeneza. 
Osnovni pogoj za kopičenje in izražanje nastalih sprememb je njihov prenos na naslednjo 
generacijo celic, kar kaže na neučinkovitost popravljalnih mehanizmov. Tumorji pogosto 
vsebujejo citogensko različne klone, ki nastanejo iz prvotno spremenjene celice. Ta 
heterogenost prispeva k različnemu odzivu tumorjev na zdravljenje pri istem kliničnem tipu 
raka. Zaradi invazivnosti tumorskih celic pride do nastanka zasevkov (metastaz), kar še 
dodatno poslabša odziv na zdravljenje (Croce, 2008; Strojan in Hocevar, 2018).  
Za zdravljenje raka se uporabljajo lokalni (radioterapija, kirurgija) ali sistemski 
(kemoterapija, hormonska terapija, tarčna zdravila, imunoterapija) načini zdravljenja ter 
njihove kombinacije. Pri čvrstih, dostopnih tumorjih brez metastaz se uporablja kirurška 
odstranitev, ob prisotnosti metastaz pa se zdravljenje kombinira z obsevanjem ali 
kemoterapijo. Pri radioterapiji tumorske celice izpostavijo ionizirajočemu sevanju, 
uporablja pa se za zdravljenje nedostopnih tumorjev. Kemoterapija deluje na hitro deleče 
celice in se kot samostojna terapija uporablja za zdravljenje limfomov in levkemij. S 
hormonsko terapijo se vnašajo zdravila, ki vplivajo na endokrini sistem in zmanjšajo raven 
hormonov, ki pospešujejo izražanje genov in rast tumorskih celic. S tarčnimi zdravili, kot so 
npr. monoklonska protitelesa in zaviralci tirozin kinaz, se selektivno zavirajo tarče v 
tumorskih celicah. Pri imunski terapiji pa se spodbuja imunski sistem k odstranjevanju 
tumorskih celic. Med novejše pristope zdravljenja spada gensko zdravljenje, kjer gre za vnos 
specifičnega gena v celice, z namenom selektivnega vpliva na tumorske celice (Strojan in 
Hocevar, 2018). 
 
1.2 GENSKA TERAPIJA IN GENSKI ELEKTROPRENOS 
Genska terapija je način zdravljenja bolezni, kjer v somatske celice vnašamo gene, z 
namenom popravljanja genskih napak ali zagotavljanja izražanja terapevtsko učinkovitih 
proteinov.  
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Kot metode dostave genskega materiala v celice poznamo nevirusne in virusne dostavne 
sisteme (Tabela 1). Čeprav je uspešnost transfekcije z virusnimi metodami vnosa genskega 
materiala višja, se z nevirusnimi metodami izognemo pretiranim imunskim reakcijam in 
sistemski toksičnosti. Poleg tega je pri virusnih metodah prisotna nevarnost vključevanja 
onkogena v genom in možnost virusnih endogenih rekombinacij, zato nevirusne dostavne 
metode veljajo za bolj varne.  
Tabela 1 Virusne in nevirusne metode prenosa genov v celice in tkiva. 
 
GENSKA TERAPIJA 
VIRUSNI VEKTORJI NEVIRUSNI VEKTORJI 
  Kemične metode Fizične metode 
   
Retrovirusi Kationski lipidi Mikroinjeciranje 
Adenovirusi Lipidni polimeri Elektroporacija 
Herpesvirusi Liposomi Ultrazvok 
Adenoasociacijski Hibridni polimeri Magnetofekcija 
    Hidrodinamika 
 
Elektroporacija je nevirusna dostavna metoda, kjer celice izpostavimo električnim pulzom z 
določeno intenziteto in trajanjem in s tem povečamo prepustnost membrane (Orlowski in 
sod., 1988). V biomedicini se elektroporacija uporablja za transformacijo bakterij in za 
transfekcijo evkariontskih celic in tkiv (Teissie, Golzio in Rols, 2005). V onkologiji s pomočjo 
elektroporacije izboljšamo vstop kemoterapevtikov cisplatina ali bleomicina v tumorske 
celice, kar vpliva na njihovo povečano protitumorsko delovanje kemoterapevtikov 
(elektrokemoterapija) (Slika 1) (Mali in sod., 2013; Edhemovic in sod., 2014; Bertino in sod., 
2016; Campana in sod., 2016). Elektrokemoterapija je vključena v nacionalne smernice 
zdravljenja in se uporablja v več kot 140 onkoloških središčih po Evropi.  
Poleg izboljšanja prehoda kemoterapevtikov v celice se elektroporacija uporablja tudi kot 
varna in učinkovita metoda vstavljanja genov v somatske celice, kar imenujemo genski 
elektroprenos (Neumann in sod., 1982; André in Mir, 2004). Genski elektroprenos se že 
uporablja v kliničnih raziskavah, predvsem na področjih zdravljenja raka, cepiv proti raku in 
cepiv proti nalezljivim boleznim. Na področju onkologije je trenutno v teku nekaj kliničnih 
študij, kjer uporabljajo imunomodulatorne molekule, kjer se z genskim elektroprenosom v 
tarčne celice vnaša zapis za imunomodulatorne molekule kot je interlevkin 12 (IL-12) (Daud 
in sod., 2008), ali s tumorjem povezane antigene (Low in sod., 2009; Diaz in sod., 2013; 
Heller in Heller, 2015; Trimble in sod., 2015).  
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Slika 1 Zdravljenje melanoma z gensko elektroterapijo 
V celice melanoma najprej vbrizgamo pDNA s terapevtskim genom, nato s pomočjo elektrod tumor izpostavimo 
električnemu polju določene jakosti in s tem izboljšamo prehodnost pDNA v celice (avtorica slike Urška 
Kamenšek).  
 
Za uspešen elektroprenos je treba upoštevati več dejavnikov, kot so: tip tkiva, lokalni ali 
sistemski tip izražanja genov, čas izražanja genov in geometrija uporabljenih elektrod. 
Trenutno univerzalni protokol za genski elektroprenos ne obstaja, vendar se za transfekcijo 
tkiv večinoma uporabljajo trije protokoli. Prvi protokol je sestavljen iz enakih električnih 
parametrov, kot se uporabljajo pri elektrokemoterapiji, in se v Združenih državah Amerike 
že uporabljajo v kliničnih raziskavah za genski elektroprenos na melanomu (Daud in sod., 
2008), karcinomu Merklovih celic (Miller in sod., 2013), karcinomu ploščatih celic in 
metastatsko negativnem tipu raka dojke (Garkoski in sod., klinična študija v teku). Drugi 
Katarina Žnidar (2019). Vpliv genskega elektroprenosa na izražanje citosolnih senzorjev DNA 




protokol je sestavljen iz dolgo trajajočih električnih pulzov nizke amplitude (Pavlin in sod., 
2012; Shirley in sod., 2015) in se uporablja v kliničnih študijah za transfekcijo mišic (Shirley 
in sod., 2015). Tretji protokol pa je sestavljen iz kombinacije visokonapetostnih in 
nizkonapetostnih električnih pulzov in ga uporabljajo v klinični študiji intratumuralnega 
vnosa (Spanggaard in sod., 2013). 
Vsi mehanizmi vstopa DNA z elektroprenosom še niso popolnoma jasni. Po vzpostavitvi celic 
električnemu polju se na površini membrane, ki je obrnjena proti katodi, začnejo tvoriti 
kompleksi DNA, ki prehajajo v celico preko endocitoze ali makropinocitoze. DNA, ki ne tvori 
kompleksov, lahko preide skozi pore (Slika 2) (Rosazza in sod., 2016). Ko endosom pripotuje 
do jedra, DNA izstopi iz vezikla in vstopi v jedro. Do izstopa DNA iz veziklov lahko pride že 
prej, kar imenujemo zgodnji endosomalni pobeg (Nguyen in Szoka, 2012).  
 
Slika 2 Mehanizem vstopa DNA v celico po izpostavitvi električnemu polju 
Med aplikacijo električnega polja se membrana permeabilizira (1), DNA, ki je negativno nabita molekula, 
potuje proti anodi (2) in reagira s celično membrano, ki je orientirana proti katodi (3). Skupki DNA ostanejo na 
membrani in vstopijo v celico preko endocitoze (4), prosta DNA pa vstopa skozi elektropore (1). Da pride do 
izražanja genov, se mora DNA s površine celice premakniti do jedra s pomočjo aktinskih in tumolinskih 
kompleksov (5, 6). Ko pride DNA do jedrne ovojnice, mora izstopiti iz vezikla, da jo lahko preči (7). V jedru se 
lahko začne izražanje genov (8) (povzeto po Rosazza, 2016). 
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V naših raziskavah pri zdravljenju tumorjev na laboratorijskih miših smo opazili, da tudi po 
genskem elektroprenosu pDNA brez terapevtskega gena (kontrolna skupina) pride do 
upočasnjene rasti in regresije tumorja (Grosel in sod., 2006; Heller, Todorovic in Cemazar, 
2013). Do podobnih zaključkov so prišli tudi v drugih laboratorijih (Slack in sod., 2002; Ugen 
in sod., 2006; Marrero, Shirley in Heller, 2014). Ker pDNA brez terapevtskega gena ne nosi 
zapisa za terapevtski protein, do regresije tumorja ni prišlo zaradi terapevtskega učinka. 
Zanimalo nas je, ali je upočasnjena rast in regresija tumorjev povezana z aktivacijo skupine 
vzorčno prepoznavnih receptorjev (PRR), t. i. senzorjev DNA, ki v citoplazmi prepoznajo 
nezaželeno DNA in aktivirajo različne signalne poti, ki bi lahko vplivale na regresijo tumorjev. 
 
1.3 RECEPTORJI ZA PREPOZNAVO MOLEKULARNIH VZORCEV 
Receptorji za prepoznavo molekularnih vzorcev (PRR, angl. Pattern recognition receptors) 
so ključni pri zaznavanju patogenov in se aktivirajo ob prisotnosti specifičnih, s patogeni 
povezanih, molekularnih vzorcev (PAMP, angl. Pathogen associated molecular patterns) ali 
s poškodbo povezanih molekularnih vzorcev (DAMPS, angl. Damage associated molecular 
patterns). Molekule DAMP se sproščajo iz poškodovanih celic, molekule PAMP pa so lahko 
bakterijski lipopolisaharidi ali različne nukleinske kisline. Po navadi se DNA v nizkih 
koncentracijah med retrotranskripcijo endogenih retroelementov in fagocitozo apoptotskih 
celic znajde v citosolu in endosomih. DNA-ze, locirane v teh prostorih, razgradijo napačno 
locirano DNA pod mejo signala za nevarnost (Stetson in sod., 2018). Če je DNA veliko in če 
je ta neprepoznavna za DNA-ze, se sproži prepoznavanje preko PRR-jev (Schlee in 
Hartmann, 2016; Paludan, Reinert in Hornung, 2019). 
PRR-je razdelimo v 4 skupine: receptorje TLR (angl. toll like receptors), receptorje RLR (angl. 
RIG I-like receptors), receptorje NLR (angl. NOD like receptors) in citosolne senzorje DNA. 
TLR, RLR in citosolni senzorji DNA uravnavajo transkripcijo inteferonov in citokinov, medtem 
ko je citosolni senzor DNA AIM2 (odsoten v melanomu 2) lahko odgovoren za zorenje IL-1β 
in IL-18 z aktivacijo kaspaze 1 (cas1) (Man, Karki in Kanneganti, 2016). Senzorji RIG-I, IFI16, 
NLRP3, LRRFIP1 naj bi, kot odgovor na DNA, ravno tako aktivirali Cas1 (Muruve in sod., 2008; 
Poeck in sod., 2010).  
 
1.3.1 Receptorji TLR  
Receptorji TLR so transmembranski glikoproteini tipa 1, ki se transportirajo med plazemsko 
membrano in endosomalnimi vezikli (Slika 3). Primarno so odgovorni za zaznavanje molekul 
PAMP v ekstracelularnem okolju. Receptorji TLR, ki so locirani na plazmalemi (TLR 1, 2, 4, 5, 
6) so navadno specifični za hidrofobne lipide in proteine, receptorji na endosomu (TLR 3, 7, 
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8, 9) pa zaznavajo nukleinske kisline. Vsi receptorji TLR vsebujejo t. i. domeno TIR (toll-IL-1) 
(Vidya in sod., 2018). 
 
1.3.2 Receptor TLR9  
Receptor TLR9 je prvi receptor, pri katerem so ugotovili vlogo sproženja imunskega sistema, 
kot odgovor na tujo DNA. Pri ljudeh in miših ima receptor TLR9 visoko izražanje v celicah 
prirojenega imunskega sistema (pDC in B-celicah), ki so sposobne hitro proizvajati velike 
količine interferonov tipa I (IFN-I). Receptor TLR9 se odziva na bakterijske in virusne 
nemetilirane motive CpG molekule DNA in preko kinaz, ki sprožijo transkripcijske faktorje 
AP1, IRF7 in NF-κB, sproži transkripcijo provnetnih citokinov in IFN-I (Slika 3). Neaktivni 
receptor TLR9 je na endoplazmatskem retikulumu in po translokaciji na endosomalne 
organele in razcepitvi postane aktiven (Paludan in Bowie, 2013; Vidya in sod., 2018).  
 
1.3.3 Receptor RLR  
Receptorji RLR so intracelularni receptorji PRR, ki prepoznavajo molekule DNA in RNA 
znotraj celice in ob aktivaciji vodijo v imunski odgovor. V družino receptorjev RLR sodijo tri 
helikaze boksDExD/H: RIG-I, MDA-5 in LGP-2. RIG-I in MDA-5 vsebujeta poleg helikazne 
domene DExD/H še dve N-terminalni kaspazno aktivacijski in naborni domeni (CARD). LGP2 
nima domene CARD in tako ne sproži istih signalnih poti kot RIG-I in MDA-5, vendar je od 
njega odvisen protivirusni odgovor proteinov RIG-I in MDA-5 (Satoh in sod., 2010). 
 
1.3.4 Receptor RIG-I  
Receptor RIG-I prepozna krajše 5'trifosfarnedvojnovijačne ali enovijačne RNA (Yoneyama in 
sod., 2004; Pichlmair in sod., 2006). Interakcija med receptorji RLR in proteinom 
promoterjem in stimulatorjem Interferona β 1 (IPS1 ali MAVS) vodi v aktivacijo 
transkripcijskih faktorjev IRF1, IRF3 in IRF7 ter faktorja NF-κB, kar sproži izražanje IFN I in 
vnetnih citokinov (Barbalat in sod., 2011; Loo in Gale, 2011). RIG-I lahko reagira tudi s 
stimulatorjem genov za interferone (STING), ki je na endoplazmatskem retikulumu 
(Ishikawa 2008), in z adaptorskim proteinom ASC, kar vodi v aktivacijo kaspaze 1 (Poeck in 
sod., 2010). Receptor RIG-I je prav tako sposoben zaznati RNA, ki jo RNA polimeraza III (Pol 
III) prepiše iz molekule DNA (Ablasser in sod., 2009).  
 
1.3.5 Receptorji NLR  
Receptorji NLR so skupina citosolnih proteinov z raznoliko funkcijo v imunskem sistemu 
(Elinav in sod., 2011). Večina receptorjev NLR ima vlogo adaptorskih molekul in samo 
nekateri receptorji NLR so zmožni neposredno vezati PAMP in DAMP. Protein z nukleotid-
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vezavno oligomerizacijsko domeno 2 (NOD2) se veže na ssRNA in preko proteina MAVS/IPS1 
vodi v produkcijo interferonov (Proell in sod., 2008). Skupina NLR senzorji NRLP odreagirajo 
na molekule PAMP in DAMP s tvorbo inflamasoma, ki aktivirajo IL-1 in IL-18. Receptor NLRP3 
se ob vezavi na ligand poveže z drugimi proteini NLPR3 in skupaj oblikujejo oligomer. Vsak 
protein NLRP3 znotraj oligomera se poveže z adaptorskim proteinom ACS, ta pa veže 
neaktivno oblikokaspaze 1 in jo tako aktivira  (Proell in sod., 2008). 
 
Slika 3 Mehanizmi zaznavanje nukleinskih kislin v celici 
Povzetek zaznavanja nukleinskih kislin v celici. Aktivacija receptorjev za prepoznavo vzorcev sproži produkcijo 
interferonov tipa I, provnetnih citokinov in dozorevanje interlevkina IL-1β. Zaznavanje nukleinskih kislin lahko 
vodi tudi v programirani celični smrti piroptozo in nekroptozo (povzeto po Desmet, 2012). 
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1.4 CITOSOLNI SENZORJI DNA 
Kadar se DNA znajde v citosolu, kjer je pod normalnimi pogoji ni, se nanjo veže skupina 
receptorjev PRR, imenovanih citosolni senzorji DNA. DNA v citosolu je lahko prisotna zaradi 
okužbe z znotrajceličnimi patogeni, zaradi slabega izločanja zunajcelične DNA in/ali slabega 
nadzora znotrajceličnih produktov DNA. DNA-ze, prisotne v citosolu, preprečujejo 
nezaželeno kopičenje DNA in v primeru nepravilnosti delovanja teh encimov lahko zaradi 
aktivacije senzorjev DNA pride do avtoimunega odgovora (Thompson in sod., 2011; Paludan 
in Bowie, 2013).  
Obstajajo tri zasnove citosolnega prepoznavanja DNA: 
• DNA aktivira senzorje DNA, ki vodijo v prepis pro-vnetnih citokinov, 
• RNA polimeraza III prepiše DNA v imunostimulatorno RNA, ki jo zazna RIG-I, 
• tvorba inflamasoma in proteolitična aktivacija kaspaze ter izpust interlevkinov IL-1β 
in IL-18. 
 
1.4.1 Senzor DAI 
Interferon vzbujajoč protein od DNA odvisni aktivator (DAI), imenovan tudi Z-DNA vezavni 
protein (ZBP1), je prvi identificirani citosolni senzor DNA (Takaoka in sod., 2007). DAI se veže 
tako na desno- kot na levosučno DNA v citoplazmi in s tem preko kinaze TBK1 spodbudi 
translokacijo interferon regulatornega faktorja 3 (IRF3) v jedro, kjer se začne proizvodnja 
interferonov (Slika 3, 4). Poleg opisane signalne poti citosolni senzor DAI vodi tudi v 
aktivacijo proteina NF‐κB in je edini senzor, ki je povezan s celično smrtjo, imenovano 
nekroptoza (Slika 4, 6) (Upton, Kaiser in Mocarski, 2012).  
 
1.4.2 Senzorji DDX60, DDX41, DHX9 in DHX36 
Senzorji DDX-60, DDX41, DHX9 in DHX36 spadajo med helikaze, ki posredujejo izražanje IFN-
α/β z neposrednim zaznavanjem nukleinskih kislin in/ali z vplivanjem na delovanje 
komponent IFN indukcijskih poti. Proteina DHX9 in DHX36 se vežeta na dsDNA in dsRNA. Ob 
vezavi proteina DHX9 na dsDNA se sproži signalna pot preko proteina MYD88 in kinaze, ki 
aktivira interferon regulatorni faktor 7 (IRF7) in faktor NF-κB (Slika 4) (Hornung in Latz, 2010; 
Thompson in sod., 2011). 
1.4.2.1 Senzor DDX60 
Senzor DDX60 je sestavljen iz DexD/H-box helikazne domene ter dolgih terminalnih regij N 
in C. DDX60 se lahko veže tako na molekule RNA kot na DNA. DDX60 oblikuje kompleks z 
receptorji RLR in je udeležen pri njihovih signalnih poteh. Po virusni okužbi se veže na 
endogeni protein RIG-I in je nadalje pomemben pri izražanju IFN-I (Miyashita in sod., 2011). 
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Utišanje senzorja DDX60 vodi v zmanjšano sekrecijo IFN-I. Med virusno okužbo inducira 
gene IFN, njegova antivirusna aktivnost pa naj bi bila odvisna od prisotnosti receptorjev RLR 
(Miyashita in sod., 2011). DDX60 s svojim delovanjem nadzoruje citoplazemski protivirusni 
prirojeni imunski odziv in deluje kot ligandno specifičen aktivator RIG-I (Miyashita in sod., 
2011). 
 
1.4.3 Citosolni senzorji DNA družine p200 (p204 (mišji) / IFI16 (humani), p202, AIM2  
Proteini družine p200 lahko uravnavajo celično proliferacijo (Liu in sod., 1999; Xin in sod., 
2001), apoptozo (Yan in sod., 2003), diferenciacijo (Dauffy, Mouchiroud in Bourette, 2006) 
in staranje celic (Xin, Pereira-Smith in Choubey, 2004). V zadnjih letih so jim pripisali še vlogo 
citosolnih senzorjev DNA. Proteini družine p202 vsebujejo domeno HIN in pirinsko domeno 
z amino terminalnim delom (PYD). Prvi identificiran član družine p200 je bil protein p202, ki 
za razliko od ostalih članov družine p200 ne vsebuje domene PYD. Med proteine p200 
spadajo še mišji proteini p204, p203, MNSAL in AIM2 in humani proteini IFI16, AIM2, MNDA 
in IFIX1 (Thompson in sod., 2011). 
1.4.3.1 Senzor p204/IFI16  
Senzor IFI16 jse nahaja v jedru celice. Imunofluorescentna analiza je pokazala, da IFI16 lahko 
prehaja v citoplazmo in nazaj (Unterholzner in sod., 2010). Mišji homolog senzorju IFI16 je 
protein p204. Ob vezavi na dsDNA se preko signalne poti STING sprožita dve nadaljnji 
signalni poti. Prva vodi v transkripcijo genov za interferone s fosforilacijo IRF3, druga pa v 
transkripcijo provnetnih citokinov (TNFα) preko aktivacije NF-κB (Slika 3, 4) (Jakobsen in 
sod., 2013). 
1.4.3.2 Senzor AIM2 
Senzor AIM2 lahko zazna poškodovano DNA, tujo DNA ali preobilno količino DNA v citosolu, 
kot na primer povečanje količine genomske DNA zaradi izgube integritete jedrne ovojnice. 
Aktivacija senzorja AIM2 vodi v tvorjenje inflamasoma, imunskega kompleksa, ki sproži 
aktivacijo kaspaze 1 (cas1). To sproži dozorevanje in izločanje IL-1β in IL-18 in lahko vodi v 
programirano celično smrt, piroptozo (Slika 4, 5). Kadar v celici ni kaspaze 1 in kadar je 
količina DNA manjša, protein ASC deluje na kaspazo 8, ki sproži programirano celično smrt, 
apoptozo (Slika 7) (Aachoui in sod., 2013; Jorgensen, Rayamajhi in Miao, 2017; Paludan, 
Reinert in Hornung, 2019b). 
 
1.4.4 Senzor LRRFIP1 
Senzor LRRFIP1 je z leucini bogat protein, ki se veže na dsRNA in dsDNA in reagira z beta 
kateninom, ki je koaktivator pri IRF3 posredovani produkciji interferonov tipa 1 (Slika 4) 
(Thompson in sod., 2011). 
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1.4.5 Senzor cGAS 
Ko se senzor cGAs veže na DNA, se konformacijsko spremeni in sproži sintezo cikličnega 
gvanozin adenozin monofosfata (cGAMP) iz adenozin in gvanozin trifosfata. cGAMP je 
močni aktivator proteina STING, ki aktivira sproži IRF3 (Slika 4) (Sun in sod., 2013).  
 
1.4.6 Senzor SOX2  
Senzor SOX2 prepozna mikrobno DNA z domeno visoko mobilne skupine (angl. high-
mobility-group-HMG). Za nadaljnjo aktivacijo kinaze TAK1 je potrebna tvorba dimerov 
proteina SOX2. TAK1 sproži transkripcijski faktor NF-κB in AP-1 (Slika 4) (Xia in sod., 2015). 
 
1.4.7 Senzor Ku70  
Senzor Ku70 je protein, vpleten v popravljanje DNA, in s pomočjo masne spektrometrije 
prepoznan tudi kot protein, ki se veže na DNA in sproži signalne poti preko interferon 
regulatornih faktorjev (IRF) (Slika 4). Za produkcijo interferonov I preko Ku70 je potrebna 
DNA z več kot 500 baznih parov (Zhang in sod., 2011). 
 
1.4.8 Senzor MRE11 
Protein MRE11 v celicah zaznava poškodbe na molekuli DNA in deluje tudi kot senzor DNA. 
MRE11 veže protein RAD50 in aktivira regulatorni faktor IRF3, ki gre nato v jedro in sproži 
transkripcijo genov za IFN tipa I (Slika 3) (Kondo in sod., 2013). 
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Slika 4 Signalne poti citosolnih senzorjev DNA 
Do zdaj je bilo odkritih že nekaj senzorjev, ki so sposobni zaznati DNA v citosolu. RNA polimeraza III prepiše 
DNA, bogato z A-T baznimi pari v molekulo RNA, ki jo prepozna RIG-I, kar vodi v aktivacijo regulatornega 
faktorja IRF3. Senzorji DNA DAI, IFI16 in DDX41 zaznajo dvojnovijačno DNA (dsDNA) neposredno in sprožijo 
proizvodnjo interferonov tipa I (IFN I). Senzor cGAS ob prisotnosti dsDNA katalizira sintezo molekule cGAMP, 
močnega aktivatorja proteina STING. Senzor LRRFIP1 sproži β-katelin in aktivacijo regulatornega faktorja IRF3 
preko proteina STING. Ostali senzorji DNA aktivirajo imunski odgovor neodvisno od proteina STING. SOX2 
sktivira kinazni kompleks, DHX9/36 aktivira faktor NFκB in IRF7, Ku70 pa sproži aktivacijo faktorjev IRF1 in 
IRF7. AIM2 aktivira imflamasome preko proteina ASC (povzeto po Xia, 2016). 
 
1.5 CITOKINI 
Citokini so raznolika skupina proteinov, ki jih celice izločajo kot odgovor na določen dražljaj. 
Najprej so jih prepoznali kot produkte imunskih celic, kasneje so jih odkrili tudi v ne-
imunskih celicah. Navadno se ne nahajajo v celicah, ampak se njihova sinteza začne s 
prepisom genov in se sintentizirajo po potrebi. Njihova mRNA je kratkoživa. Citokini 
uravnavajo intenzivnost in trajanje imunskega odgovora s stimulacijo ali inhibicijo aktivacije, 
proliferacije in/ali diferenciacije številnih celic, z regulacijo izločanja ostalih citokinov ali 
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protiteles in celo s sproženjem programirane celične smrti. Vežejo se na specifični receptor 
tarčne celice. Njihovo delovanje je lahko avtokrino (citokini se vežejo na receptorje iste 
celice, ki jih je izločila), parakrino (citokini se vežejo na celice, ki so v bližini) ali pa endokrino 
(citokini se vežejo na oddaljene celice, ki jih dosežejo s cirkulacijo). Celični odgovor na 
citokine zahteva sintezo mRNA in proteinov in traja več ur. Citokini so pleiotropni, kar 
pomeni, da delujejo na številne različne celične tipe. Delujejo tudi antagonistično in 
sinergistično, saj dostikrat vplivajo na sintezo in delovanje drugih citokinov (Vozelj, 2000).  
Izraz citokini je splošen izraz in opisuje veliko skupino proteinov, vendar obstajajo še drugi 
izrazi, ki se vsesplošno uporabljajo za opis določenih vrst citokinov:  
• monokini, ki jih izločajo mileoidne celice (monociti in makrofagi),  
• limfokini, ki jih primarno izločajo limfociti,  
• kemokini so citokini, ki usmerjajo celične migracije in aktivirajo celice kot odgovor 
na  dejavnike okužbe ali tkivne poškodbe,  
• interlevkini, ki so najpogosteje produkti levkocitov. 
Citokine lahko razdelimo v številne kategorije, glede na populacijo celic, ki jih izločajo, glede 
na njihovo funkcijo, vendar je vsaka kategorizacija omejena, saj jih proizvajajo in nanje 
reagirajo številne celice.  
 
1.5.1 Družina IL-1  
Družina IL-1 vključuje (IL-1α, IL-1β, IL-1Ra, IL-18, IL-36Ra, IL-36α, IL-37, IL-36β, IL-36γ, IL-38, 
IL-33). Citokini iz družine IL-1 se izločajo po prepoznavanju virusnih, zajedavskih in 
bakterijskih antigenov preko receptorjev imunskega sistema. Člani družine IL-1 imajo močne 
provnetne učinke in povečajo prepustnost kapilar na mestih izločanja (Abbas in sod., 2015).  
 
1.5.2 Družina citokinov tipa I  
Družina citokinov tipa I vključuje interlevkine IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12, IL-13, IL-
15, IL-17, IL-21, IL-23, IL-25, IL-31 (Abbas in sod., 2015). 
 
1.5.3 Družina citokinov tipa II 
Družina citokinov tipa II vključuje interferone tipa I in II ter interlevkine IL-10, IL-19, IL-22, 
IL-26 (Abbas in sod., 2015). 
Interferone uvrščamo v družino citokinov tipa II in so, glede na tip receptorja, preko 
katerega signalizirajo, razdeljeni v 3 velike skupine: Interferoni tipa I, kot sta IFNα in IFNβ, ki 
se vežejo na receptor tipa I (IFNAR1/2). Interferoni tipa II, IFN-ɣ, se vežejo na receptor tipa 
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II (IFNGR1/2) in IFNλ se vežejo na receptorje tipa III (IL-10R2, IFNLR1). Klasična signalna pot 
interferonov poteka preko poti JAK/STAT. Interferoni tipa I sprožijo protimikrobno 
delovanje okuženih celic in sosednjega tkiva. Poleg tega sprožijo posredovanje prirojenega 
in specifičnega imunskega sistema in s tem prispevajo k imunskemu spominu (Ivashkiv in 
Donlin, 2014). 
Interferoni tipa I vplivajo tudi na sprožitev piroptoze (Slika 4), kot dodatni dražljaj, tako da 
se poviša regulacija kaspaz in pro-apoptotskih senzorjev, kot so receptorji TLR in 
inflamasomi (Jorgensen, Rayamajhi in Miao, 2017). 
 
1.5.4 Družina citokinov TNF  
V družino TNF spadajo TNFα, TNFβ, CD40L, Fas, BAFF, APRIL, LTβ. 
Člani te družine citokinov so lahko topni ali pa vezani na membrano. Vpleteni so v razvoj 
imunskega sistema, funkcijo efektorja in homeostaze.  
TNFα proizvajajo aktivirani makrofagi, kot odgovor na mikrobe, predvsem na 
lipopolisaharide po gramu negativnih bakterij. So pomembni mediatorji akutnega vnetja. S 
stimulacijo endotelnih celic, ki vodi v njihovo proizvodnjo adhezijskih molekul in kemokinov, 
na mestu okužbeinfekcije zberejo nevtrofilce in makrofage (Abbas in sod., 2015). 
 
1.5.5 Ostali citokini 
Faktor TGFβ (transforming growth factor β) so odkrili kot tumorski produkt, ki spodbuja 
celice k preživetju. Ima veliko različnih vlog, med drugimi inhibira proliferacijo, diferenciacijo 
celic T, stimulira proizvodnjo protitelesa IgA B-celic in skrbi za popravilo tkiv po lokalnih 
imunskih ali vnetnih reakcijah (Abbas in sod., 2015).  
 
1.6 CELIČNA SMRT 
1.6.1 Spontana celična smrt – nekroza 
Nekroza je oblika celične poškodbe zaradi fizičnega ali kemičnega dražljaja, ki vodi celice v 
smrt. Nekroza se začne z nezmožnostjo vzdrževanja celične homeostaze in s tem do dotoka 
vode in zunajceličnih ionov v celice. Znotrajcelični organeli in celotna celica nabreknejo in 
počijo (liza celice). Zaradi hitre prepustnosti membrane se vsebina citoplazme, vključno z 
lizosomskimi encimi, sprosti v zunajcelični prostor. V pogojih in vivo je nekroza pogosto 
povezana z obsežnimi poškodbami tkiva z močnim vnetnim odzivom (Slika 5) (Proskuryakov, 
Konoplyannikov in Gabai, 2003; Broker, Kruyt in Giaccone, 2005). 
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Slika 5 Značilnosti nekroze in apoptoze 
Potek in značilnosti nekroze in apoptoze (povzeto po Lokesh, 2015). 
 
1.6.2 Programirana celična smrt 
Programirana celična smrt vodi v litične ali nelitične celične spremembe, kar je odvisno od 
signalne poti, ki jo sproži. Programirana nelitična celična smrt ali apoptoza je uravnan 
proces, kjer ne pride do vnetnega procesa. Apoptozo lahko sprožijo zunanji dejavniki, ki se 
vežejo na membranske receptorje, ali znotrajcelični signali, ki delujejo na mitohondrije. 
Programirana litična celična smrt je visoko vnetna in vključuje nekroptozo, piroptozo in hitri 
izpust nevtrofilnih izvenceličnih pasti (NET, angl. Neutrophil extracellular traps) v procesu 
NET-oze (Jorgensen, Rayamajhi in Miao, 2017).  
1.6.2.1 Apoptoza 
Apoptoza je celična smrt, za katero je značilno krčenje citoplazme, zaokroženje celic, 
kondenzacija kromatina, fragmentacija DNA in nagubanje membrane (Slika 5). Apoptoza se 
lahko sproži zaradi zunajceličnih signalov (preko receptorjev) in znotrajceličnih 
(mitohondrijskih) poti z aktivacijo kaspaze 3, kaspaze 6 in kaspaze 7 (Slika 6). Do apoptoze 
lahko pride tudi preko senzorja AIM2 ob pomanjkanju kaspaze 1, kadar se na imflamasom 
veže prokaspaza 8 (Slika 8)(Aachoui in sod., 2013; Jorgensen, Rayamajhi in Miao, 2017).  
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Piroptoza je programirana oblika litične celične smrti, ki se začne z aktivacijo kaspaze 1 ali 
kaspaze 11. Kaspazo 1 aktivira eden od številnih inflamasomov (inflamasomi družine 
proteinov NLR, AIM2, IFI16), ko odreagira na različne dražljaje (nukleinske kisline, nizke 
koncentracije kalija, toksine). Kaspaza 11 pa je sama senzor za citosolne lipopolisaharide. 
Obe kaspazi režeta gastermin D, od katerega se sprosti amino konec, ki reagira s celično 
membrano in dela pore. Celica potem nabrekne in membrana se poruši. Kaspaza 1 
preoblikuje tudi interlevkina IL-1β in IL-18 v njuni zreli obliki (Slika 6) (Jorgensen, Rayamajhi 
in Miao, 2017). 
 
 
Slika 6 Aktivacija piroptoze 
Piroptoza se sproži preko kaspaze 1 ali kaspaze 11. Kaspaza 1 se aktivira preko različnih inflamasomov iz skupin 
proteinov NLR, AIM2, IFI16 in pirina. NLP3 odreagira na številne agoniste, a samo pod pogojem, da dobi še 
dražljaje preko receptorjev TLR ali TNFR1 (deubikvitinacija‚ De-Ub). AIM2 zazna citosolno DNA, IFI16 pa virusne 
nukleinske kisline. Pirin zazna spremembo GTP-aze z bakterijskimi toksini, kot je toksin B, bakterije Clostridium 
difficile (TcdB). Inflamasomi iz družine NLR se aktivirajo še z zaznavanjem bakterijskih flagelinov, z 
zaznavanjem sekrecijskega sistema tipa III (T3SS) ali smrtonosnih toksinov. Kaspaza 11 za aktivacijo potrebuje 
poleg zaznavanja lipopolisaharidov še spodbudo interferonov tipa I. Kaspaza 1 in kaspaza 11 režeta 
GasterminD, iz katerega se sprosti N-terminalni del, ki v membrani ustvari poro (povzeto po Jorgensen 2017). 
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Nekroptoza je programirana oblika litične celične smrti, pri kateri morata biti prisotna kinaza 
iz družine RIP3 in senzor DNA DAI/ZBP1, pri bolj kompleksnih poteh nekroptoze pa še 
receptor 1 tumor nekrotičnega faktorja (TNFR1) in signal TLR3-TRIF, TLR4-TRIF preko RIPK1 
za aktivacijo NF-κB. Ob odkritju nekroptoze se je pokazalo, da celica lahko programira 
nekrozo. Pri nekroptozi celična membrana postane ireverzibilno prepustna in zaradi vdora 
vode organeli in celica nabreknejo, dokler ne počijo. Vsebina celice, ki se sprosti v okolico, 
lahko sproži vnetje. Morfološko se nekroptoza ne razlikuje od nekroze in ju je zato 
nemogoče ločiti. Nekroptoza je znana kot mehanizem celične smrti pri virusni obrambi, kjer 
celica naredi samomor po kaspazno neodvisni poti. Sprožitev nekroptoze lahko povzroči 
prisotnost Z-DNA ali Z-RNA v citosolu, ki jo zazna senzor DNA DAI, ta aktivira RIPK3 (z 
receptorjem sodelujoči protein kinaze 3), ki fosforilira MLKL (kinazno domeno mešanega 
izvora). Ta se veže na notranjo stran celične membrane in tvori nekroptotične pore (Slika 7) 
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Slika 7 Signalne poti apoptoze in nekroptoze 
Pri apoptozi proteina BAK in/ali BAX sprožita permeabilizacijo zunanje membrane mitohondrija (MOMP), tako 
pride do izpusta citokroma c, ki se veže na faktor za aktivacijo apoptotske proteaze 1 (APAF1), z oligomerizacijo 
tega nastane apoptosom, ki je osnova za aktivacijo kaspaze 9. Kaspaza 8 ali kaspaza 9 razreže kaspazo 3 in 
kaspazo 7 v aktivni obliki, kar vodi v apoptozo. Nekroptozo lahko povzroči prisotnost Z-DNA ali Z-RNA v citosolu, 
ki jo zazna senzor DNA DAI, ki aktivira RIPK3 (receptor-interacting protein kinaze 3), RIPK3 kinaza fosforilira 
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Slika 8 Možne oblike celične smrti ob vezavi DNA na citosolni senzor AIM2 
Ob vezavi DNA na AIM2 pride do aktivacije kaspaze 1 in programirane celične smrti piroptoze (a). Ob 
pomanjkanju kaspaze 1 v citosolu pa se aktivira kaspaza 8, ki sproži apoptozo (b) (Povzeto po Paludan 2019). 
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2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
2.1 NAMEN  
Namen doktorskega dela je bil ugotoviti, ali po vnosu plazmidne DNA brez terapevtskega 
gena v tumorske, netumorske celice in vitro ter tumorje melanoma in vivo, ob uporabi treh 
različnih protokolov elektroprenosa (EP1, EP2 in EP3), vplivamo na izražanje senzorjev DNA, 
vnetnih citokinov in interferonov. 
 
2.2 HIPOTEZA  
Citotoksični in protitumorski učinek elektroprenosa pDNA brez terapevtskega gena, je 
posredovan tudi s povišanim izražanjem citosolnih senzorjev DNA, v tumorskih in 
netumorskih celicah in vitro in in vivo. 
 
2.3 SPECIFIČNI CILJI 
V okviru doktorskega dela smo si postavili naslednje cilje: 
• Določiti stopnjo transfekcije na izbranih celičnih linijah in sferoidih ter tumorjih 
mišjega melanoma B16F10 in vitro po GEP-u pDNA, ki nosi zapis za zeleno 
fluorescirajoči protein. 
• Določiti prisotnost in izražanje senzorjev DNA na nivoju mRNA po GEP-u PDNA brez 
terapevtskega gena in vitro na izbranih celičnih linijah in sferoidih ter tumorjih 
mišjega melanoma B16F10. 
• Potrditi prisotnost senzorjev DNA na nivoju proteinov. 
• Preveriti, ali se po GEP-u pDNA brez terapevtskega gena aktivira signalna pot 
interferon regulatornega faktorja, ki vodi v povišano izražanje interferonov tipa I. 
• Določiti citotoksičnost pDNA brez terapevtskega gena z dvema različnima 
protokoloma GEP-a in vitro na izbranih celičnih linijah in sferoidih mišjega melanoma 
B16F10. 
• Določiti protitumorsko učinkovitost DNA brez terapevtskega gena z dvema 
različnima protokoloma GEP-a na tumorjih mišjega melanoma B16F10 in vivo. 
• Določiti tip celične smrti po GEP-u plazmidne DNA brez terapevtskega gena in vitro 
na izbranih celičnih linijah, sferoidih in tumorjih miši. 
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3 MATERIALI IN METODE 
V tem poglavju so predstavljeni materiali in metode, uporabljene za določevanje 
transfekcije, citotoksičnosti, izražanja receptorjev za prepoznavanje vzorcev in citokinov, 
celične smrti po elektroprenosu pDNA in vitro in metode za določevanje zaostanka rasti, 
apoptoze in nekroze tumorjev po elektroprenosu pDNA in vivo.  
 
3.1 CELIČNE LINIJE IN TUMORSKI MODEL 
3.1.1 Celične linije  
Za izvedbo eksperimentalnega dela smo uporabili šest mišjih celičnih linij, in sicer tri 
tumorske celične linije melanoma B16F10 (ATCC, ZDA), karcinoma dojke TS/A (ref Nanni P, 
1983), fibrosarkoma WEHI 164 (ATCC, ZDA) in tri netumorske celične linije fibroblastov L929 
(ATCC, ZDA), mioblastov C2C12 (ATCC, ZDA) in keratinocitov KERA 308 (CLS, Nemčija). Celice 
B16F10, TS/A, L929, C2C12 smo gojili v gojišču AMEM (Thermo Fisher Scientific, ZDA), celice 
KERA 308 v gojišču DMEM (Thermo Fisher Scientific, ZDA) in celice WEHI 164 v gojišču RPMI 
(Thermo Fisher Scientific, ZDA) pri 37 °C in v inkubatorju s 5-% CO2. Vsa gojišča smo obogatili 
s 5-% govejim serumom (FBS, Gibco). Pri delu s sferoidi smo uporabili celično linijo B16F10 
in gojišče obogatili s hidroksipropilmetil celulozo, da so se tvorili bolj urejeni sferoidi. Za 
posamezen sferoid smo nasadili po 300 celic na ploščo s 96 vdolbinicami, ki so imele dno v 
obliki črke U (Corning, ZDA) in jih centrifugirali 2 minuti na 10.000 obratov/min.  
 
3.1.2 Živalski model  
Kot tumorski model mišjega melanoma smo uporabili celično linijo mišjega melanoma 
B16F10. Tumorje smo inducirali s podkožnim injiciranjem živih tumorskih celic, ki v miših 
C57BL/6 (ENVIGO, Italija) tvorijo čvrste tumorje. Raziskave so potekale v skladu z navodili in 
dovoljenjem Ministrstva za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano Republike Slovenije (št. 
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3.2 METODE IN VITRO 
3.2.1 Elektrogenski prenos 
Za vnos pDNA v vse celične linije smo uporabili nevirusni dostavni sistem, elektroporacijo. 
Pri poskusih in vitro smo pripravili celično suspenzijo v končni koncentraciji 106 celic v 40 µl 
ektroporacijskega pufra in ji dodali 10 µL komercialno pripravljene pDNA gWIZBlank 
(Aldevron, ZDA) z ustrezno redčitvijo v fiziološki raztopini. Imeli smo 4 osnovne skupine 
(Slika 9). Pri skupinah, kjer smo celice elektroporirali, smo 50 µL suspenzije nanesli med dve 
vzporedni, ploščati, jekleni elektrodi, z razmikom 2 mm, in dovedli električne pulze. 
Uporabili smo tri različne protokole elektroprenosa. Prvi protokol EP1 je vključeval 8 
električnih pulzov, z napetostjo 600 V/cm, trajanjem 5000 µs in frekvenco 1 Hz. Drugi 
protokol EP2 je vključeval 6 električnih pulzov, z napetostjo 1300 V/cm, trajanjem 100 µs in 
frekvenco 4 Hz. Tretji protokol EP3 pa je bil sestavljen iz enega visokonapetostnega 
električnega pulza 600 V/cm, trajanjem 100 µs in štirih nizkonapetostnih električnih pulzov 
80 V/cm, s trajanjem 100 ms in frekvenco 1 Hz (Slika 10). Za elektroprenos pri sferoidih smo, 
ko so ti dosegli velikost 400 µm, vsakega posebej nanesli na petrijevko, gojišče zamenjali s 
40 µl elektroporacijskega pufra in 10 µl pDNA ter z 2 mm elektrodo dovedli električne pulze 
po protokolu EP2 (Slika 10).  
Slika 9 Skupine poskusa elektroprenosa pDNA 
Skupine poskusa elektroprenosa pDNA. Skupina 1 – kontrolna skupina s celicami (CTRL); skupina 2 – kontrolna 
skupina s pDNA in celicami (pDNA), skupina 3 – skupina, kjer smo celice elektroporirali (EP), skupina 4 – skupina 
elektroprenosa pDNA (pDNA + EP).  
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Slika 10 Parametri elektroprenosa in vitro  
Na celičnih linijah (in vitro) smo uporabili tri protokole elektroprenosa. EP1, ki je vključeval 8 električnih pulzov, 
z napetostjo 600 V/cm, trajanjem 5000 µs in frekvenco 1 Hz, EP2 je vključeval 6 električnih pulzov, z napetostjo 
1300 V/cm, trajanjem 100 µs in frekvenco 4 Hz ter EP3, ki je bil sestavljen iz enega visokonapetostnega 
električnega pulza 600 V/cm, trajanjem 100 µs in štirih nizkonapetostnih električnih pulzov 80 V/cm, s 
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Slika 11 Gojenje sferoidov in elektroprenos pDNA 
Gojenje sferoidov na plošči s 96 vdolbinicami v 150 µl gojišču s hidroksipropil metilcelulozo (1). Ko so sferoidi 
dosegli 400 µm, smo jih prenesli na sterilno petrijevko, s premerom 10 cm, z uporabo pipete z nastavki s široko 
odprtino (2). Okoli sferoida smo odstranili gojišče (3) in dodali 40 µ elektroporacijskega pufa (EP pufer) (4). 
Celicam iz skupin s plazmidom (skupine pDNA, pDNA + EP) smo dodali 5 µl pDNA ali pEGFP, koncentracije 
2 mg/ml (5a), celicam brez plazmidov (CTRL, EP) pa fiziološko raztopino (5b). Skupinam z elektroporacijo 
(skupine EP) in elektroprenosom pDNA (pDNA + skupine EP) smo dovedli pulze po protokolu EP2. 
 
3.2.2 Določanje uspešnosti transfekcije s pretočno citometrijo  
Uspešnost transfekcije na različnih celičnih linijah in sferoidih mišjega melanoma B16F10 
smo spremljali s pomočjo plazmidne DNA, ki nosi zapis za zeleno-fluorescirajoči protein 
(pEGFP-N1, Biosciences, ZDA). Celice smo 48 ur po elektroprenosu pEGFP pregledali pod 
fluorescenčnim mikroskopom (Olympus IX-70, Japonska) in zajeli fotografije. Celice smo 
nato tripsinizirali in resuspendirali v 400 µl pufra PBS za analizo s pretočnim citometrom, s 
pomočjo katerega smo določili delež transfeciranih celic in intenziteto fluorescence 
proteina GFP v njih. 
 
3.2.3 Določanje citotoksičnosti z metodo viabilnosti Presto-Blue® 
Citotoksičnost pDNA brez terapevtskega gena smo podali kot razmerje med 
številom/deležem viabilnih celic v tretirani skupini in viabilnih celic v kontrolni skupini 72 ur 
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po elektrogenski terapiji. Uporabili smo tri koncentracije plazmida gWizBlank: 10 µg, 20 µg, 
in 35 µg na 1 × 106 celic. Po elektroprenosu smo 1 × 103 celic inkubirali na ploščah s 96 
vdolbinicami (Corning, ZDA) in dodali ustrezno gojišče. Viabilnost celic smo določili s 
pomočjo testa viabilnosti »Presto-Blue« (Merck, ZDA), ki vsebuje resazurin in ga metabolno 
aktivne celice spremenijo v resorufin, ki fluorescira. Fluorescenco smo pomerili s 
spektrofotometrom (Biotek, ZDA). Vpliv pDNA brez terapevtskega gena na preživetje celic v 
sferoidu mišjega melanoma B16F10 smo spremljali v različnih časovnih točkah z merjenjem 
premera sferoidov, pod svetlobnim mikroskopom.  
 
3.2.4 Izražanje mRNA senzorjev DNA, interferona in vnetnih citokinov z metodo qRT-
PCR 
Izražanje mRNA senzorjev DNA, interferona in vnetnih citokinov smo določali z metodo 
verižne reakcije s polimerazo v realnem času (RT-PCR), 4 ure po elektroprenosu pDNA v 
celice in tumorje ter 4 ure in 24 ur po elektroprenosu pDNA v sferoide. Protokol metode je 
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Tabela 2 Povzetek postopkov qRT-PCR 
Povzetek postopkov določanja izražanja senzorjev DNA: izolacija mRNA, reverzna transkripcija, qRT-PCR. 
Izolacija nukleinskih kislin 
Postopek 
RNA smo izolirali s pripravkom TRIzol® Plus za čiščenje RNA 
(Thermo Fisher Scientific, ZDA)  
Kvantifikacija Epoch spektofotometer z mikroploščico (BioTek, ZDA) 
Čistost Analiza 260/280 
Reverzna transkripcija SuperScript® VILO cDNA sintezni kit (Thermo Fisher Scientific) 
Postopek/kit 
SuperScript® VILO cDNA sintezni kit (Thermo Fisher Scientific) 
500 ng celotne mRNA 
Reakcijski volumen 20 μl 
Temperatura in čas 
25 °C za 10 minut 
42 °C za 60 minut 
85 °C za 5 minut 
Shranjevanje cDNA –20 °C 
RT-PCR oligonukleotidi 
Receptorji PRR in referenca IDT Oligonucleotidi (IDT, ZDA) Sekvenca začetnih oligonukleotidov 
Tlr9 (Hemmi in sod., 2000) 
mTLR9-88F GAATCCTCCATCTCCCAACAT 
mTLR9-179R CAGAGTCTCAGCCAGCAC 
Rig I (Ablasser in sod., 2009) 
mRIG1-1581F GCTGCCATGCAGAGTGATTGGAAA 
mRIG1-1749R ACTCTTGGCCACACAGCTGTAGAA 
Ddx60 (Miyashita in sod., 2011) 
mDDX60-4160F ACTGGAACACTCGCTTTGG 
mDDX60-4306R GAAGTAGACATCACCCAACAGG 
Dhx9 (Kim in sod., 2010) 
mDHX9-for AAACTCCCCATTGAACCTCG 
mDHX9-rev TGTATCCCAGGCGTTTTCC 
Dhx36 (Kim in sod., 2010) 
mDHX36-for CCCAAAGTTGCTAAAATCCGAC 
mDHX36-rev CCAGTTGTAGTGGAAGTCTGTC 




Cgas (Sun in sod., 2013) 
mcGas-for GTGAGGACCAATCTAAGACGAG 
mcGas-rev AGCATGTTTTCTCTATCCCGTG 




Ddx41 (Zhang in sod., 2011) 
mDDX41-for AGTGCTCATGGACCTCAAAG 
mDDX41-rev CTCCACAGAAGGCACAGC 
Lrrfip1 (Yang in sod., 2010) 
mLRR-462F CCAGTTTGCCGAAGTGAAAG 
mLRR-559R CTCTCCGTTGGTGGCTATTT 








Ifnar1 (Trinchieri et al., 2010) 
mIFNAR1F TCTCTGTCATGGTCCTTTATGC 
mIFNAR1R CTCAGCCGTCAGAAGTACAAG 
Il1β (Hornung, 2010) 
IL1b-140f AGTTGACGGACCCCAAAAGA 
IL1b-232r TGCTGCTGCGAGATTTGAAG 
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Tnfα (Wajant in sod., 2002) 
TNFαF CCCTCCAGAAAAGACACCATG 
TNFαR GTCTGGGCCATAGAACTGATG 
Protokol qPCR  
Kit Syber Select Master Mix (Thermo Fisher scientific) 
Reakcijski volumen 20 μl 
Koncentracija začetnega 
oligonukleotida 100 nM 
Parametri qPCR 
Začetek:  
50 °C, 2 min 
95 °C, 2 min  
 
40 ciklov: 
95 °C, 15 sec 
60 °C, 15 sec  
 Podaljšek: 72 °C, 1 min  
Aparat za qPCR QuantStudio 3 Real-Time PCR system (Thermo Fisher Scientific) 
Analiza podatkov 
Analiza izražanja Relativna kvantifikacija je bila določena z metodo 2-∆∆Ct (Livak, 2001). 
Statistične metode Enosmerna analiza variance z One Way Anova (SigmaPlot 12.0) 
 
3.2.5 Izražanje DNA senzorjev, interferonov in vnetnih citokinov na proteinskem nivoju 
Na proteinskem nivoju smo določali prisotnost senzorjev DNA, interferonov in vnetnih 
citokinov s pomočjo pretočne citometrije, z metodo prenosa western in metodo ELISA. 
3.2.5.1 Določanje proteinov z metodo prenosa western 
Po elektroprenosu pDNA smo celice nasadili na plošče s šibko vezavo, s šestimi vdolbinami 
(Corning, ZDA) in jih inkubirali 9 ur. Po inkubaciji smo celice lizirali s pufrom RIPA v skladu z 
navodili (Santa Cruz Biotechnology, ZDA). Vsebnost proteinov smo določili s Pierce BCA 
Protein Assay Kitom (Pierce Biotechnology, ZDA). Proteine smo ločili preko 10 % 
poliakrilamidnega gela, jih prenesli na mikrocelulozno membrano (Bio-Rad, ZDA), blokirali 
eno uro v pufru TBS Tween-20 s 5 % mleka (Thermo Fischer Scientific, ZDA) in s primarnimi 
protitelesi anti-DAI/ZBP1, anti-DDX60 in anti-β-aktin (Thermo Fischer Scientific, ZDA) 
inkubirali preko noči pri 4 °C. Po izpiranju membrane s pufrom TBS Tween-20 smo dodali 
sekundarno protikunčje oslovsko protitelo (Alexa Fluor 680 goat anti-rabbit, Thermo Fischer 
Scientific, ZDA) za določanje proteina DAI. Po 45 minutah smo sekundarno protitelo izprali 
in vizualizirali z infrardečim sistemom za zajemanje slik Odyssey (LI-COR, ZDA). Pri določanju 
proteina DDX60 smo uporabili sekundarno protikunčje, s peroksidom konjugirano oslovsko 
protitelo (Horseradish peroxide conjugated donkey anti-rabbit; Thermo Fischer Scientific, 
ZDA) in analizirali membrano z Image Quant LAS 4000 (GE Healhcare, VB). 
3.2.5.2 Določanje proteinov z metodo ELISA 
Štiri ure po elektroprenosu pDNA smo celične kulture sprali s pufrom PBS, jih lizirali z 
ekstrakcijskim pufrom (Mammalian Protein Extraction Buffer, ZDA) in določili količino 
proteinov s kitom BCA (Pierce Biotechnology, ZDA). IFNβ smo določili v normaliziranih lizatih 
celičnih kultur (PBL Assay Science, ZDA), TNFα pa v supernatantih celičnih kultur (Ray 
Biotech, ZDA) in jih potem normalizirali na skupno raven proteinov.  
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3.2.5.3 Določanje proteinov s pretočno citometrijoa 
Za kvantifikacijo proteina DDX60 smo celice označili s fluorescentno označenim 
protitelesom in analizirali s pretočnim citometrom. 6 ur po elektroprenosu pDNA smo celice 
fiksirali v 4-% paraformaldehidu, permealizirali z 0,5 % Tween-20 in inkubirali v 10-% 
oslovskem serumu. Čez noč smo celice inkubirali s primarnimi protitelesi za protein DDX60 
(Anti-DDX60, ab139807, Abcam, redčitev 1 : 100), jih naslednji dan sprali in dodali 
sekundarna protitelesa (Cy3 AffiniPure Donkey Anti-Rabbit IgG (H + L), 711-165-152, Jackson 
ImmunoResearch Laboratories, PA, redčitev 1 : 150). Meritve smo izvedli s pretočnim 
citometrom FACSCanto II (BD Biosciences, ZDA), z uporabo pri valovni dolžini ekscitacije 488 
nm in emisije 530 nm.  
 
3.2.6 Imunohistokemično barvanje celic 
Za imunohistokemično barvanje celic in tumorjev smo uporabili ustrezna mišja primarna 
protitelesa in sekundarno protitelo. V posamezni vdolbini 12 μ-Chamber plošče (Ibidi, 
Nemčija) smo gojili 1 × 105 celic. Celice smo fiksirali s 4-% paraformaldehidom (Merck, 
Nemčija), permeabilizirali z 0,1 % reagenta Tween-20 in jih blokirali v oslovskem serumu 
(Abcam, VB). Po 2-urni inkubaciji smo celicam dodali primarno protitelo ter inkubirali čez 
noč. Naslednji dan smo celice sprali s PBS-om in dodali sekundarno protitelo, konjugirano s 
Cy3 (Jackson, ZDA). Jedra celic smo pobarvali z barvilom DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol-
dihidroklorid), ki se veže na DNA. Preparate smo pogledali pod konfokalnim mikroskopom 
LSM 800 (Carl Zeiss, Nemčija). Pri določanju receptorja TNFR1 celic nismo permeabilizirali, 
kot primarno protitelo pa smo dodali protitelo proti TNF-receptorju 1 (Abcam, VB). 
 
3.2.7 Določevanje celične smrti s pretočno citometrijo in barvanjem po Giemsi 
Mehanizme celične smrti na celičnih linijah in sferoidih smo določili 20 ur po elektroprenosu 
pDNA, ko smo celice po barvanju z barvili Annexin V in 7AAD (Biolegend, VB) izmerili s 
pomočjo pretočne citometrije.  
Morfološke značilnosti celic smo spremljali 6 ur po elektroprenosu pDNA, po barvanju z 
metodo May Grunwald Giemsa (Merck, ZDA) in z opazovanjem pod svetlobnim 
mikroskopom. Za morfološko analizo smo celice tripsinizirali 6 ur po elekroprenosu pDNA, 
resuspendirali v celičnem gojišču in naredili citospine z uporabo centrifuge Shandon 
Cytospin 4 (Thermo Fisher Scientific, ZDA) (55 × g, 4 min). Ko so se celice na zraku posušile, 
smo jih pobarvali po metodi May Grunwald Giemsa. 
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Slika 12 Časovni povzetek poteka poskusov in vitro 
Časovni potek poskusov in vitro na a) celičnih linijah in b) sferoidih melanoma. Na celičnih linijah (a) smo 2 uri 
po elektroprenosu pDNA preverili IRF3 signalno pot, 4 ure po elektroprenosu pDNA določili izražanje genov 
senzorjev DNA, citokinov in proteinov IFNβ in TNFα, 6 ur po elektroprenosu spremljali morfologijo celic, 6 in 9 
ur po elektroprenosu določili proteina DAI in DDX60, 20 ur po elektroprenosu določili mehanizme celične smrti, 
48 ur po elektroprenosu preverili uspešnost transfekcije in 72 ur po elektroprenosu določili citotoksičnost pDNA 
po elektroprenosu. Na sferoidih (b) smo s spremljali preživetje celic v sferoidu po elektroprenosu pDNA z 
merjenjem premera drugi, četrti, sedmi in enajsti dan, izražanje genov smo določili 4 in 24 ur po elektroprenosu 
pDNA, mehanizme celične smrti 20 ur po elektroprenosu pNDA in uspešnost transfekcije 48 ur po 
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3.3 METODE IN VIVO 
Raziskave so potekale v skladu z navodili in dovoljenjem Ministrstva za kmetijstvo, 
gozdarstvo in prehrano Republike Slovenije (št. dovoljenja 34401-1/2015/7). Držali smo se 
pravila 3R, saj smo število uporabljenih miši zmanjšali na minimum, zagotovili smo jim čim 
boljše pogoje in večino poskusov naredili in vitro.  
 
3.3.1 Indukcija tumorjev in terapija 
Mišje celice, linije B16F10, smo uporabili za indukcijo tumorjev za poskuse in vivo tako, da 
smo v podkožje na hrbtu miši injicirali celično suspenzijo (1 × 106 celic). Ko so tumorji dosegli 
velikost 40 mm3, smo za elektroprenos pDNA najprej vbrizgali 50 µl pDNA s koncentracijo 
2 mg/ml in dovedli 8 električnih pulzov, z napetostjo 600 V/cm (EP) ali 800 V/cm (EP1), 
trajanjem 5000 µs in frekvenco 1 Hz (Slika 11). 
 
Slika 13 Poskus in vivo 
Shema indukcije tumorjev in vivo na miših C57BL/6, elektroprenos pDNA in spremljanje rasti tumorja.  Za 
elektroprenos pDNA in vivo smo uporabili 8 pulzov z napetostjo 600 V/cm ali 800 V/cm, trajanjem 5 ms in 
frekvenco 1 HZ.  
 
3.3.2 Spremljanje vpliva elektroprenosa pDNA brez terapevtskega gena na tumorje 
Rast tumorjev smo spremljali dva do trikrat tedensko, z merjenjem treh med seboj 
pravokotnih dimenzij tumorja s pomočjo kljunastega merila, dokler niso tumorji dosegli 350 
mm3. Volumen tumorjev smo izračunali po formuli za prostornino elipsoida: V = (π × a × b × 
c)/6, kjer so a, b in c tri pravokotne dimenzije tumorja. Zaostanek v rasti tumorjev smo 
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izračunali tako, da smo od časa, v katerem se je podvojil volumen tretiranih tumorjev, 
odšteli čas, v katerem se je podvojil volumen kontrolnih tumorjev.  
3.3.3 Histološka analiza tumorjev 
Histološko analizo smo izvedli v treh časovnih točkah: 6, 20 in 36 ur po elektroprenosu 
pDNA. Iz vsake eksperimentalne skupine smo žrtvovali tri miši za dva neodvisna poskusa. 
Tumorje smo izrezali v izbrani časovni točki in jih 24 ur fiksirali v cinkovem fiksativu 
(Biosciences, ZDA) ter do nadaljnje obdelave shranili v 70-% etanolu, pri sobni temperaturi. 
Vzorci so bili za pripravo histoloških rezin vključeni v parafin in narezani na debelino 5 µm. 
Rezine smo pred opazovanjem pobarvali s hematoksilinom in eozinom ter v primerni 
časovni točki tudi s protitelesi proti kaspazi 3 (Ca3, Cell signaling technology, ZDA). 
Pripravljene rezine smo pregledali pod mikroskopom Olympus BX-51 s kamero DP72 
(Olympus, Japonska). Vse histološke preparate smo pogledali pod mikroskopom, slikali in 
jih obdelali s programom za analizo slik (Fiji).  
 
3.3.4 Določanje izražanja citosolnih senzorjev DNA in citokinov z metodo qRT-PCR  
Štiri ure po elektroprenosu pDNA smo izolirali mRNA z reagentom Trizol (Invitrogen, ZDA) 
in jo očistili s kolonami RNeasy (Qiagen, ZDA). Za prepis mRNA v cDNA smo uporabili sintezni 
kit SuperScript Vilo cDNA (Thermo Fisher Scientific, ZDA). Kvantifikacijo mRNA smo izvedli s 
CFX96 qRT-PCR zaznavnem sistemu (Bio-Rad, ZDA), z uporabo začetnih oligonukleotidov, 
izdelanih po naročilu (Integrated DNA Technologies, ZDA) (Tabela 2). 
 
3.3.5 Določanje izražanja IFNβ z metodo ELISA  
Tumorje smo izrezali in jih homogenizirali v pufru PBS, ki je vseboval proteazne inhibitorje. 
S centrifugiranjem smo odstranili ostanke celic. Koncentracijo proteinov smo določili z BCA 
(Thermo Fischer Scientific, ZDA) in jo normalizirali na 1 mg/ml. Z metodo ELISA smo določili 
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Slika 14 Časovni povzetek poskusov in vivo 
In vivo smo spremljali izražanje genov in proteinov 4 ure po elektroprenosu pDNA, 6, 20 in 36 ur po 
elektroprenosu pa določili mehanizme celične smrt. Rast tumorja smo spremljali dva do trikrat tedensko.  
 
3.4 STATISTIČNA ANALIZA  
Podatke smo statistično obdelali z uporabo programa SigmaPlot (Systat Software Inc., VB). 
Za vse podatke smo opravili test za normalno porazdelitev podatkov in za vsako posamezno 
skupino v poskusu izračunali srednjo vrednost in standardno napako. Statistično značilne 
razlike med skupinami smo ugotavljali s testom enosmerne in dvosmerne analize variance 
(One/Two Way ANOVA). 
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4.1 REZULTATI IN VITRO NA CELIČNIH LINIJAH 
Pri poskusih na celičnih linijah smo uporabili 3 protokole elektroprenosa. Protokol EP1 
(600 V/cm, 5 ms, 1 HZ), EP2 (1300 V/cm, 0,1 ms, 4 HZ) in EP3 (1-krat 600 V/cm, 0,1 ms + 4-
krat 80 V/cm, 100 ms, 1 HZ). Protokol EP3 smo testirali samo na tumorskih celičnih linijah. 
Preverili smo učinkovitost transfekcije po elektroprenosu pDNA, citotoksičnost pDNA na 
izbrane celične linije, izražanje in povečano izražanje citosolnih senzorjev DNA po 
elektroprenosu pDNA na mRNA in proteinskem nivoju, izražanje in povečano izražanje 
citokinov po elektroprenosu pDNA na mRNA in proteinskem nivoju ter določili načine 
umiranja celic po elektroprenosu pDNA.  
 
4.1.1 Učinkovitost transfekcije na izbranih celičnih linijah  
Z uporabo različnih protokolov elektroprenosa pEGFP1 smo uspešno transfecirali vse 
celične linije (Slika 15a, 15b), vendar je bila stopnja transfekcije pogojena tako z uporabo 
protokola elektroporacije kot celične linije. Pri netumorskih linijah smo za transfekcijo 
uporabili protokol EP1 in EP2, pri tumorskih pa poleg protokolov EP1 in EP2 še protokol EP3, 
ki je sestavljen iz visoko in nizkonapetostnih električnih pulzov. Na celičnih linijah KERA 308, 
TS/A in WEHI 164 smo z uporabo protokola EP2 za elektroprenos pEGFP dosegli večji 
odstotek fluorescentnih celic v primerjavi s protokolom EP1 in EP3. Na celični liniji TS/A med 
protokoloma EP1 in EP3 ni bilo opaznih razlik, na celičnih linijah B16F10 in WEHI 164 je 
odstotek fluorescentnih celic ob uporabi EP3 še padel (Slika 15b). Na celičnih linijah C2C12, 
L929 in B16F10 ni bilo statistično značilnih razlik med protokoloma EP1 in EP2, opazili pa 
smo povečano jakost fluorescence pri uporabi protokola EP1. Največ transfeciranih celic 
smo določili z uporabo protokola EP2 na tumorskih celicah WEHI 164, kjer je bilo 
transfeciranih 76 % celic, in na netumorski celični liniji KERA 308, kjer je bilo 45 % 
transfeciranih celic. Celice z najnižjo stopnjo transfekcije so bile celice L929, KERA 308, TS/A 
in WEHI 164, in sicer z uporabo protokola EP1 in EP3, kjer smo določili manj kot 10 % 
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Slika 15 Učinkovitost transfekcije celic po elektroprenosu pDNA 
Učinkovitost transfekcije a) netumorskih celičnih linij po elektroprenosu pDNA z dvema različnima 
protokoloma, EP1 in EP2 in b) tumorskih celičnih linij po elektroprenosu pDNA s tremi različnimi protokoli, EP1, 
EP2 in EP3.*# Statistično značilna razlika med protokoli (p < 0,05). 
 
4.1.2 Citotoksičnost plazmidne DNA z dvema različnima protokoloma elektroprenosa in 
vitro na izbranih celičnih linijah 
Preživetje celic smo preverili 72 ur po elektroprenosu pDNA s protokoli EP1, EP2 in EP3 na 
tumorskih celičnih linijah (Slika 16a, 16b, 16c) in s protokoli EP1, EP2 na netumorskih celičnih 
linijah (Slika 16c, 16e, 16f). Z uporabo protokola EP1 je delež preživelih celic občutno padel 
pri vseh celičnih linijah, najbolj občutljive so bile celice B16F10 (Slika 16a), kjer je delež 
preživelih celic padel pod 0,2. Po uporabi protokola EP1 so se za najbolj odporne celice 
izkazale celice TS/A (Slika 16b), saj je bil delež preživelih celic nad 0,45. Po elektroprenosu 
pDNA se je z naraščajočo koncentracijo pDNA delež preživelih celic zmanjšal. Statistično 
značilen padec z naraščajočo koncentracijo glede na protokol EP1 smo zaznali na vseh 
celičnih linijah (Slika 16). 
Večji delež preživelih celic smo opazili pri uporabi protokola EP2. Kot najbolj občutljiva na 
električne pulze EP2 se je pokazala celična linija B16F10, kjer je bil delež preživelih celic malo 
nad 0,7 (Slika 16a). Najvišjo stopnjo preživelosti smo zaznali pri celičnih linijah WEHI 164 
(Slika 16c) in L929 (Slika 16e), kjer je bil delež preživelih celic nad 0,9. Tudi tu smo opazili 
statistično značilen padec z naraščajočo koncentracijo pDNA glede na protokol EP2, razen 
pri celični liniji L929 (Slika 16e). 
S protokolom EP3 je bil delež preživelih celic pri vseh tumorskih celičnih linijah nad 0,8. Z 
naraščajočimi koncentracijami pDNA ni bilo upada v preživetju celic (Slika 16a, 16b, 16c). 
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Slika 16 Citotoksičnost plazmidne DNA po elektroprenosu  
Citotoksičnost pDNA po elektroprenosu s protokoli EP1, EP2 in EP3 na tumorskih celičnih linijah a) B16F10; b) 
TS/A; c) WEHI 164 in citotoksičnost pDNA po elektroprenosu s protokoloma EP1 in EP2 na netumorskih celičnih 
linijah d) C2C12; e) L929 in f) KERA 308. *Statistično značilna razlika glede na kontrolo. # Statistično značilna 
razlika glede na protokol EP (p < 0,05). 
 
4.1.3 Izražanje citosolnih senzorjev DNA po elektroprenosu pDNA na celičnih linijah 
Z metodo qRT-PCR smo določili izražanje 12 oz. 15 različnih senzorjev DNA na tumorskih in 
netumorskih celičnih linijah. Določali smo izražanje naslednjih senzorjev: Tlr9, Rig-I, Ddx60, 
Dhx9, Dhx36, Aim2, Cgas, Dai, Ddx41, LRRFIP1, Ifi202/p202, Ifi204/p204. Pri tumorskih 
celičnih linijah TS/A in WEHI 164 smo poleg že naštetih dodali še meritve senzorjev Mre11, 
Sox2 in Ku70 ter določili povišano izražanje senzorjev tudi po elektroprenosu s protokolom 
EP3. Na proteinskem nivoju smo potrdili povečano izražanje senzorja DDX60 na celični liniji 
B16F10 in senzorja DAI na celični liniji TS/A.  
4.1.3.1 Izražanje citosolnih DNA senzorjev na tumorskih celičnih linijah 
Pri celični liniji B16F10 se je po elektroprenosu pDNA z uporabo protokolov EP1 in EP2 
povečalo izražanje senzorjev Ddx60, Dai in Ifi204/p204 (Tabela 3). Po elektroprenosu pDNA 
z uporabo protokola EP2 se je povečalo tudi izražanje senzorja Cgas. Od vseh senzorjev je 
najbolj izstopal senzor Dai, saj se je po elektroprenosu pDNA z uporabo obeh protokolov 
njegovo izražanje povečalo za več kot 200-krat. Z uporabo protokola EP2 smo na celični liniji 
B16F10 določili večkratno povečano izražanje senzorjev Ddx60 in Ifi204 v primerjavi z 
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uporabo protokola EP1. S protokolom EP2 se stopnja izražanja senzorja Ddx60 poveča za 
42,2-krat, s protokolom EP1 pa za 6,9-krat. Stopnja izražanja senzorja Ifi204 se s protokolom 
EP2 poveča za 44,5-krat, s protokolom EP1 pa za 21,8-krat. Senzorjev Rig-I, Aim2 in Ifi202 
nismo zaznali (Tabela 3). Izražanje senzorjev in možne signalne poti aktivacije senzorjev na 
celični liniji B16F10 je povzeto na Sliki 17. 
 
Tabela 3 
Izražanje citosolnih senzorjev DNA na celični liniji melanoma B16F10. 
skupine  kontrola  pDNA  EP1  EP2   pDNA + EP1  pDNA + EP2 















večktratnik ± SE 
Tlr9 5 / 2 / 3 / 3 / 7 / 3 / 
Rig-I 6 / 6 / 5 / 3 / 8 / 3 / 
Ddx60 9 1,0 ± 0,1 7 1,4 ± 0,6 8 1,0 ± 0,5 3 2,3 ± 0,4 8 6,9 ± 1,9* 6 42,2 ± 5,4* 
Dhx9 7 1,1 ± 0,2 4 0,4 ± 0,1 4 0,5 ± 0,1 3 1,8 ± 0,1 6 0,9 ± 0,4 3 1,7 ± 0,6 
Dhx36 7 1,2 ± 0,2 4 0,5 ± 0,1 5 0,5 ± 0,1 3 2,5 ± 0,8 6 0,9 ± 0,4 3 0,9 ± 0,1 
Aim2 3 / 3 / 3 / 3 / 3 / 3 / 
Cgas 5 1,2 ± 0,2 3 1,7 ± 0,3 3 0,7 ± 0,1 3 2,4 ± 0,2 5 2,1 ± 0,6 3 2,6 ± 0,2* 
Dai 5 1,0 ± 0,3 3 2,0 ± 0,2 3 1,2 ± 0,6 3 2,9 ± 0,3 5 228,1 ± 72,5 * 6 256,9 ± 17,9* 
Ddx41 3 0,8 ± 0,2 3 1,2 ± 0,1 3 0,7 ± 0,3 3 1,9 ± 0,1 3 0,7 ± 0,1 3 1,6 ± 0,0 
Lrrfip1 3 0,9 ± 0,2 5 0,9 ± 0,1 3 0,6 ± 0,2 3 1,4 ± 0,4 5 0,7 ± 0,1 3 0,6 ± 0,2 
Ifi202/p202 3 / 3 / 3 / 3 / 3 / 3 / 
Ifi204/p204 2 1,2 ± 0,7 3 1,2 ± 0,8 2 5, 5 ± 3,0 3 1,8 ± 0,2 4 21,8 ± 5,9* 5 44,5 ± 7,4* 
 
Legenda: Cgas gen za ciklični gvanozin monofosfat-adenozin monofosfat sintaze; Dai gen za od interferon 
regulatornega faktorja odvisen aktivator; Ddx41 gen za DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) polipeptid boks 41; Ddx60 gen 
za DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) polipeptidni boks 60; Dhx9 gen za DEAH (Asp-Glu-Ala-His) boks helikaza 9; Dhx36 
gen za DEAH (Asp-Glu-Ala-His) helikaza boks 36; Lrrfip1 gen za z levcinom bogat protein 1; Ifi204 gen za z 
interferonom aktiviran protein 204; Ifi202 gen za z interferonom aktiviran protein 202; Aim2 gen za odsoten 
v melanomu 2, RigI gen za z retinojsko kislino induciran protein; / se ne izraža; ND – nismo določali. * 
Statistično značilna razlika glede na kontrolno skupino (p < 0,05). 
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Slika 17 Shema izražanja senzorjev na celični liniji B16F10  
Shema izražanja senzorjev in možne signalne poti aktivacije senzorjev na celični liniji B16F10. Z rumeno so 
označeni senzorji (Dai, p204, Cgas, Ddx60), pri katerih smo po elektroprenosu pDNA z metodo qRT-PCR določili 
povišano izražanje. Ostali senzorji so prisotni v celicah, a po elektroprenosu pDNA ni bilo povišanega izražanja. 
Črne odebeljene puščice prikazujejo signalne poti senzorjev, ki se jim je povišalo izražanje.  
 
Na celični liniji raka dojke TS/A smo zaznali vse testirane senzorje DNA, razen Tlr9, Rig-I, 
Aim2 in Sox2. Po elektroprenosu pDNA s protokolom EP1 se je povečalo izražanje senzorjev 
Ddx60, Dhx36 in Dai, po elektroprenosu s protokolom EP2 pa izražanje senzorjev Ddx60, Dai 
in Ifi204. Na celični liniji TS/A smo preverili tudi izražanje senzorjev DNA po elektroprenosu 
s protokolom EP3, s katerim smo določili povečano izražanje senzorja Ifi204/p204 (Tabela 
4). Stopnja izražanja senzorja Ddx60 se med protokoloma elektoprenosa EP1 in EP2 ne 
razlikuje in se poveča za 3,2-krat in 4,0-krat. Senzor Dai ima s protokolom EP1 večkratno 
povečanje v primerjavi z EP2, in sicer se s protokolom EP1 poveča za 14,1-krat, s protokolom 
EP2 pa za 3,0-krat. Stopnja izražanja senzorja Dhx36 se po elektroprenosu pDNA s 
protokolom EP1 poveča za 7,7-krat, senzor Ifi204/p204 pa s protokoloma EP2 in EP3 za 3,4-
krat in 2,1-krat. Izražanje senzorjev in možne signalne poti aktivacije senzorjev na celični 
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Izražanje citosolnih senzorjev DNA na celični liniji raka dojke TS/A. 










k ± SE n 
večkratni
k ± SE n 
večkratni
k ± SE n 
večkratni
k ± SE N 
večkratni
k ± SE n 
večkratnik 
± SE n 
večkratnik 
± SE n 
večkratnik 
± SE 
Tlr9 8 / 6 / 3 / 2 / 3 / 4 / 3 / 3 / 
Rig-I 8 / 6 / 3 / 2 / 3 / 4 / 3 / 3 / 
Ddx60 9 1,2 ± 0,3 6 0,7 ± 0,3 4 0,7 ± 0,2 2 1,7 ± 1,2 3 0,8 ± 0,0 7 3,2 ± 0,7* 5 4.0 ± 0,9* 3 1,0 ± 0,2 
Dhx9 8 1,2 ± 0,2 6 0,3 ± 0,1 4 0,4 ± 0,1 2 1,7 ± 1,2 3 1,3 ± 0,2 4 0,1 ± 0,0 3 1,4 ± 0,3 3 0,8 ± 0,1 
Dhx36 9 1,3± 0,4 6 0,6± 0,1 4 0,9 ± 0,3 2 1,7 ± 1,2 3 0,9 ± 0,1 4 7,7 ± 1,2* 5 1,9 ± 1,0 3 0,6 ± 0,1 
Aim2 8 / 5 / 3 / 2 / 3 / 3 / 3 / 3 / 
Cga 7 1,4 ± 0,5 5 1,1 ± 0,3  3 1,0 ± 0,4 2 1,9 ± 1,1 3 1,7 ± 0,1 3 1,6 ± 0,6 3 1,0 ± 0,1 3 1,1 ± 0,1 
Dai 8 1,7 ± 0,5 4 1,5 ± 1,2  3 0,7 ± 0,1 2 1,7 ± 1,2 3 1,1 ± 0,2 5 14,1±3,9* 3 3,0 ± 0,6* 3 1,0 ±0,1 
Ddx41 6 1,1 ± 0,2 4 1,3 ± 0,2 3 1,6 ± 0,4 2 1,8 ± 1,1 3 1,2 ± 0,2 3 1,3 ± 0,5 3 1,3 ± 0,2 3 0,9 ± 0,0 
Lrrfip1 6 0,8 ± 0,1 5 0,8 ± 0,1 3 1,1 ± 0,2 2 1,8 ± 1,1 3 1,2 ± 0,1 3 2.2 ± 0,8 3 2,8 ± 1,2 3 0,9 ± 0,0 
Ifi202 7 1,2 ± 0,2 5 0,8 ± 0,3 3 0,7 ± 0,3 2 1,7 ± 1,2 3 0,9 ± 0,0 3 2,8 ± 1,0 3 4,1 ± 2,4 3 1,0 ± 0,1 
Ifi204 3 1,0 ± 0,2 2 1,0 ± 0,1 2 0,6 ± 0,1 2 1,9 ± 0,5 3 1,2 ± 0,1 3 1,1 ± 0,1 3 3,4 ± 0,3* 3 2,1 ± 0,2* 
Sox2 4 / 2 /  / 2 / 2 / 3 / 3 / 2 / 
Mre11 4 1,2 ± 0,2 2 1,5 ± 0,4  2 0,8 ± 0,1 2 1,0 ± 0,1 2 0,6 ± 0,0 3 0,8 ± 0,2 3 0,9 ± 0,1 2 0,5 ± 0,0 
Ku70 4 0,9 ± 0,2 2 1,0 ± 0,1 2 1,1 ± 0,0 2 0,8 ± 0,1 2 1,0 ± 0,0 3 1,0 ± 0,1 3 0,8 ± 0,1 2 1,0 ± 0,0 
 
Legenda: Cgas gen za ciklični gvanozin monofosfat-adenozin monofosfat sintaze; Dai gen za od interferon 
regulatornega faktorja odvisen aktivator; Ddx41 gen za DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) boks polipeptid 41; Ddx60 gen 
za DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) boks polipeptid 60; Dhx9 gen za DEAH (Asp-Glu-Ala-His) boks helikaza 9; Dhx36 
gen za DEAH (Asp-Glu-Ala-His) boks helikaza 36; Lrrfip1 gen za z levcinom bogat protein 1; Ifi204 gen za z 
interferonom aktiviran protein 204; Ifi202 gen za interferonom aktiviran protein 202; Aim2 odsoten v 
melanomu 2, RIGI z retinojsko kislino induciran gen; Mre11 gen za homolog mejotske rekombinacije 11; Sox2 
gen za spol določajočo regijo Y boks 2; Ku70 gen za lupus Ku avtoantigeni protein 70, /se ne izraža; ND – nismo 
določali. *Statistično značilna razlika glede na kontrolo (p < 0,05). 
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Slika 18 Shema izražanja senzorjev na celični liniji TS/A 
Shema izražanja senzorjev in možne signalne poti aktivacije senzorjev na celični liniji TS/A. Z rumeno so 
označeni senzorji (Dai, p204, Ddx60, Dhx36), pri katerih smo po elektroprenosu pDNA z metodo qRT-PCR 
določili povišano izražanje. Ostali senzorji so prisotni v celicah, a po elektroprenosu pDNA ni bilo povišanega 
izražanja. Črne odebeljene puščice prikazujejo signalne poti senzorjev, ki se jim je povišalo izražanje.  
 
Senzorji DNA Tlr9, Rig-I in Aim2 se na celični liniji WEHI164 niso izražali, kar smo opazili tudi 
na ostalih tumorskih celičnih linijah. V primerjavi s celično linijo TS/A so celice WEHI 164 
izražale senzor Sox2. Po elektroprenosu pDNA z uporabo protokola EP1 smo določili 
statistično povečano izražanje senzorjev Ddx60 in Dai, z uporabo protokola EP2 pa poleg 
slednjih še senzorje Lrrfip1, Ifi202 in Ifi204/p204. Tudi na celični liniji WEHI 164 smo preverili 
izražanje senzorjev po elektroprenosu pDNA s protokolom EP3, s katerim smo določili 
povečano izražanje senzorja Dai. Z uporabo protokola EP2 smo določili višje izražanje 
senzorjev Ddx60 in Dai v primerjavi z uporabo protokola EP1. Stopnja izražanja senzorjev 
Ddx60 in Dai se po elektroprenosu pDNA s protokolom EP1 poveča za 16,4 in 3,4-krat, s 
protokolom EP2 pa za 58,1 in 27,2-krat (Tabela 5). Senzorji Ifi204/p204, Ifi202/p202 in 
Lrrfip1 so imeli povečano izražanje samo po elektroprenosu pDNA s protokolom EP2, in sicer 
za 2,6, 3,7 in 2,7-krat. Izražanje senzorjev in možne signalne poti aktivacije senzorjev na 
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Izražanje citosolnih senzorjev DNA na celični liniji fibrosarkoma WEHI 164. 
skupine kontrola  pDNA  EP 1  EP 2  EP 3  
pDNA + 






± SE n 
večkratnik 
± SE n 
večkratnik 
± SE n 
večkratnik 
± SE n 
večkratnik 
± SE n 
večkratnik 





Tlr9 4 / 3 / 3 / 3 / 3 / 5 / 5 / 3 / 
Rig-I 4 / 3 / 3 / 3 / 3 / 5 / 5 / 3 / 
Ddx60 4 1,0 ± 0,1 3 1,3 ± 0,3 3 1,4 ± 0,2 3 1,0 ± 0,3 3 0,4 ± 0,1  5 16,4±5,4* 5 58,1 ± 22,4* 3 1,9 ± 0,2 
Dhx9 4 1,1 ± 0,3 3 1,3 ± 0,1 3 1,8 ± 0,4 3 1,6 ± 0,2 3 0,8 ± 0,1 5 2,0 ± 0,3 5 1,0 ± 0,2 3 1,0 ± 0,1 
Dhx36 4 1,0 ± 0,1 3 1,4 ± 0,5 3 1,9 ± 0,3 3 1,3 ± 0,1 3 0,5 ± 0,2 5 1,0 ± 0,4 5 1,1 ± 0,3 3 0,7 ± 0,1 
Aim2 4 / 3 / 3 / 3 / 3 / 5 / 5 / 3 / 
Cgas 4 1,0 ± 0,1 3 1,1 ± 0,0 3 2,4 ± 0,3 3 1,6 ± 0,1 3 1,0 ± 0,1 5 0,7 ± 0,2 5 1,2 ± 0,4 3 1,9 ± 0,2 
Dai 4 1,0 ± 0,2 3 1,4 ± 0,4 3 1,4 ± 0,3 3 1,3 ± 0,1 3 0,5 ± 0,0 5 3,4 ± 0,1* 5 27,2 ± 1,8* 3 3,1 ± 0,3* 
Ddx41 4 1,0 ± 0,1 3 1,1 ± 0,2 3 1,3 ± 0,2 3 1,1 ± 0,1 3 0,7 ± 0,1 5 1,5 ± 0,3 5 1,4 ± 0,1 3 0,9 ± 0,1 
Lrrfip1 4 1,1 ± 0,2 3 1,2 ± 0,3 3 1,8 ± 0,5 3 1,8 ± 0,1 3 0,8 ± 0,1 5 1,5 ± 0,1 5 2,7 ± 0,1* 3 1,0 ± 0,2 
Ifi202 4 1,0 ± 0,2 3 1,2 ± 0,2 3 1,5 ± 0,3 3 1,2 ± 0,2 3 0,9 ± 0,1 5 1,7 ± 0,5 5 3,7 ± 0,3* 3 0,9 ± 0,2 
Ifi204 3 1,0 ± 0,0 3 1,3 ± 0,2 3 1,0 ± 0,0 3 1,0 ± 0,1 3 1,1 ± 0,1 3 2.5 ± 0,7 3 2,6 ± 0,2* 3 1,3 ± 0,2 
Sox2 3 1,0 ± 0,3 3 1,0 ± 0,3 2 1,0 ± 0,3 2 1,4 ± 0,1 2 0,4 ± 0,0 2 0,5 ± 0,1 2 0,5 ± 0,2 2 0,9 ± 0,2 
Mre11 3 1,0 ± 0,2 3 0,9 ± 0,2 2 1,8 ± 0,6 2 0,9 ± 0,0 2 0,6 ± 0,0 2 1,1 ± 0,1 2 0,8 ± 0,1 2 1,0 ± 0,1 
Ku70 3 1,0 ± 0,2 3 0,9 ± 0,1 2 1,9 ± 0,7 2 0,8 ± 0,1 2 0,8 ± 0,0 2 1,2 ± 0,1 2 0,7 ± 0,1 2 1,2 ± 0,0 
 
Legenda: Cgas gen za ciklični gvanozin monofosfat-adenozin monofosfat sintaze; Dai gen za od interferon 
regulatornega faktorja odvisen aktivator; Ddx41 gen za DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) boks polipeptid 41; Ddx60 gen 
za DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) boks polipeptid 60; Dhx9 gen za DEAH (Asp-Glu-Ala-His) boks helikaza 9; Dhx36 gen 
za DEAH (Asp-Glu-Ala-His) boks helikaza 36; Lrrfip1 gen za z levcinom bogat protein 1; Ifi204 gen za z 
interferonom aktiviran protein 204; Ifi202 gen za z interferonom aktiviran protein 202; Aim2 gen za odsoten 
v melanomu 2, RigI z retinojsko kislino induciran gen; Mre11 gen za homolog mejotske rekombinacije 11; Sox2 
gen za spol določajočo regijo Y boks 2; Ku70 gen za lupus Ku avtoantigeni protein 70, /se ne izraža; ND – nismo 
določali. *Statistično značilna razlika glede na kontrolo (p < 0,05). 
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Slika 19 Shema izražanja senzorjev na celični liniji WEHI 164 
Shema izražanja senzorjev in možne signalne poti aktivacije senzorjev na celični liniji WEHI 164. Z rumeno so 
označeni senzorji (Dai, p202, p204, Ddx60, Lrrfip1), pri katerih smo po elektroprenosu pDNA z metodo qRT-PCR 
določili povišano izražanje. Ostali senzorji so prisotni v celicah, a po elektroprenosu pDNA ni bilo povišanega 
izražanja. Črne odebeljene puščice prikazujejo signalne poti senzorjev, ki se jim je povišalo izražanje. 
 
Z metodo prenosa western smo na celični liniji B16F10 dokazali povečano izražanje proteina 
DDX60 po elektroprenosu pDNA z uporabo protokola EP1 (Slika 20a). S pomočjo pretočne 
citometrije smo določili, da se je število DDX60-pozitivnih celic povečalo za 7-krat (Slika 20b) 
in da je mediana jakosti fluorescence teh celic narastla za 10-krat (Slika 20c).  
Na celični liniji TS/A smo po elektroprenosu pDNA z uporabo protokola EP1 in EP2 z metodo 
prenosa western dokazali povečano izražanje proteina DAI/ZBP1 (Slika 20d). Z uporabo 
protokola EP1 smo določili 3,1-kratno povečanje v izražanju tega proteina, z uporabo 
protokola EP2 pa 1,9-kratno povečanje izražanja proteina DAI glede na kontrolo (Slika 20e). 
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Slika 20 Izražanje proteinov DDX60, DAI na tumorskih celičnih linijah 
Izražanje senzorja DDX60 na celični liniji  B16F10 (a, b, c) in senzorja DAI na celični liniji TS/A (d, e). *Statistično 
značilna razlika glede na kontrolo (p < 0,05). 
 
4.1.3.2 Izražanje citosolnih DNA senzorjev na mRNA ravni pri netumorskih celičnih linijah 
Z metodo qRT-PCR smo določili izražanje senzorjev DNA (Tlr9, Rig-I, Ddx60, Dhx9, Aim2, 
Cgas, Dai, DDx41, Lrrfip1, Ifi202/p202, Ifi204/p204) na mioblastih C2C12, fibroblastih L929 
in keratinocitih KERA 308 (Tabele 6, 7, 8).  
Na celičnih linijah C2C12, L929 in KERA 308 se senzor Rig-I ni izražal, vendar smo za razliko 
od tumorskih celičnih linij zaznali izražanje senzorja Aim2, na celični liniji L929 in KERA 308 
pa še Tlr9 (Tabele 6, 7, 8). Tako kot na celičnih linijah T/SA in WEHI 164 (Tabeli 4, 5) se je na 
celičnih linijah C2C12 in L929 izražanje senzorja DNA Ifi204 povečalo po elektroprenosu 
pDNA s protokolom EP2 (Tabeli 6, 7). Pri uporabi elektroprenosa pDNA s protokolom EP1 se 
stopnja izražanja senzorja Ifi204 ni statistično povečala (Tabeli 6, 7). Z obema protokoloma 
smo na vseh celičnih linijah določili povečano izražanje senzorjev Ddx60 in Dai (Tabele 3, 4, 
5, 6, 7, 8).  
Po elektroprenosu pDNA smo na celičnih linijah C2C12 in L929 (Tabeli 6, 7) določili nekaj 
stokratno povečanje izražanja senzorjev Ddx60 in Dai v primerjavi z ostalimi testiranimi 
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celičnimi linijami (Tabele 3, 4, 5, 8). Na mioblastih C2C12 smo z uporabo protokola EP1 
določili 142-kratno povečanje izražanja senzorja Ddx60 in 114-kratno povečanje izražanja 
senzorja Dai (Tabela 6), na celični liniji fibroblastov L929 pa 246-kratno povečanje izražanja 
senzorja Ddx60 in 197-kratno povečanje izražanja senzorja Dai (Tabela 7). Z uporabo 
protokola EP2 se je na celični liniji C2C12 izražanje senzorja Ddx60 po elektroprenosu pDNA 
povečalo za 432-krat, izražanje senzorja Dai pa za 59-krat (Tabela 6). Na celični liniji L929 
smo po elektroprenosu pDNA z uporabo protokola EP2 določili 316-kratno povečanje 
izražanja senzorja Ddx60 in 239-kratno povečanje izražanja senzorja Dai (Tabela 7). Na 
celičnih linijah L929 in KERA 308 smo zaznali senzor Tlr9, ki ga v ostalih testiranih celičnih 
linijah nismo (Tabeli 7, 8). Izražanje senzorjev in možne signalne poti aktivacije senzorjev na 
netumorskih celičnih linijah so povzete na Slikah 21, 22, 23. 
 
Tabela 6 
Izražanje citosolnih senzorjev DNA na celični liniji mioblastov C2C12. 
skupine  kontrola  pDNA   EP1  EP2  pDNA + EP1  pDNA + EP2 










± SE n 
večkratnik  
± SE 
Tlr9 4 / 4 / 4 / 3 / 3 / 3 / 
Rig-I 4 / 4 / 4 / 3 / 3 / 3 / 
Ddx60 5 1,4 ± 0,5 3 1,0 ± 0,3 3 2,4 ± 0,9 4 2,2 ± 0,3 6 142,8 ± 32,6* 5 432,0 ± 158,9* 
Dhx9 5 0,8 ± 0,2 2 1,4 ± 0,2 3 0,8 ± 0,2 4 0,6 ± 0,2 5 3,9 ± 2,4 4 0,7 ± 0,1 
Dhx36 4 1,8 ± 0,8 2 0,3 ± 0,0 2 0,5 ± 0,0 4 0,6 ± 0,1 4 0,8 ± 0,4 5 0,9 ± 0,0 
Aim2 5 1,0 ± 0,2 5 1,2 ± 0,2 5 0,9 ± 0,1 4 0,9 ± 0,3 5 0,8 ± 0,1 4 1,2 ± 0,2 
Cgas 3 1,0 ± 0,1 5 1,1 ± 0,3 5 1,5 ± 0,6 4 0,5 ± 0,3 5 0,8 ± 0,2 5 0,8 ± 0,3 
Dai 5 1,4 ± 0,5 5 1,7 ± 0,3  5 5,7 ± 2,2 4 0,9 ± 0,1 4 114,0 ± 39,8* 4 59,3 ± 19,6* 
Ddx41 5 1,0 ± 0,1 5 1,3 ± 0,2 5 0,7 ± 0,0 4 0,8 ± 0,3 5 0,6 ± 0,1 5 0,9 ± 0,2 
Lrrfip1 5 1,0 ± 0,1 5 1,1 ± 0,2 5 1,2 ± 0,3 4 1,0 ± 0,1 5 0,8 ± 0,1 5 1,3 ± 0,2 
Ifi202 5 1,1 ± 0,2 5 1,3 ± 0,3 5 1,1 ± 0,3 4 0,8 ± 0,1 5 1,4 ± 0,2 5 2,8 ± 0,8 
Ifi204 2 1,0 ± 0,0 2 1,0 ± 0,0 2 0,9 ± 0,0 4 0,7 ± 0,1 2 1,1 ± 0,1 4 4,7 ± 1,3* 
 
Legenda: Cgas gen za ciklični gvanozin monofosfat-adenozin monofosfat sintaze; Dai gen za od interferon 
regulatornega faktorja odvisen aktivator; Ddx41 gen za DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) boks polipeptid 41; Ddx60 gen 
za DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) boks polipeptid 60; Dhx9 gen za DEAH (Asp-Glu-Ala-His) boks helikaza 9; Dhx36 gen 
za DEAH (Asp-Glu-Ala-His) boks helikaza 36; Lrrfip1 gen za z levcinom bogat protein 1; Ifi204 gen za z 
interferonom aktiviran protein 204; Ifi202 gen za z interferonom aktiviran protein 202; Aim2 gen za odsoten 
v melanomu 2, RigI z retinojsko kislino induciran gen; /se ne izraža; ND – nismo določali. *Statistično značilna 
razlika glede na kontrolo (p < 0,05). 
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Slika 21 Shema izražanja senzorjev na celični liniji C2C12 
Shema izražanja senzorjev in možne signalne poti aktivacije senzorjev na celični liniji C2C12. Z rumeno so 
označeni senzorji (Dai, p204, Ddx60), pri katerih smo po elektroprenosu pDNA z metodo qRT-PCR določili 
povišano izražanje. Ostali senzorji so prisotni v celicah, a po elektroprenosu pDNA ni bilo povišanega izražanja. 
Črne odebeljene puščice prikazujejo signalne poti senzorjev, ki se jim je povišalo izražanje. 
Tabela 7 
Izražanje citosolnih senzorjev DNA na celični liniji fibroblastov L929. 















n večkratnik ± SE n 
večkratnik 
 ± SE 
Tlr9 3 1,1 ± 0,3 3 0,7 ± 0, 2 0,6 ± 0,1 3 0,7 ± 0,2 2 0,7 ± 0,4 3 0,5 ± 0,2 
Rig-I 2 / 2 / 2 / 2 / 2 / 4 / 
Ddx60 3 1,0 ± 0,0 2 1,4 ± 0,1 2 2,6 ± 0,1 4 2,1 ± 0,9 6 246,9 ± 41,9* 6 316,8 ± 53,8* 
Dhx9 3 1,0 ± 0,0 2 1,2 ± 0,1 2 1,6 ± 0,4 6 0,6 ± 0,2 2 1,4 ± 0,5 6 0,8 ± 0,0 
Dhx36 3 1,0 ± 0,1 2 1,1 ± 0,0 2 1,6 ± 0,3 6 0,8 ± 0,3 2 1,2 ± 0,3 6 1,0 ± 0,1 
Aim2 3 1,4 ± 0,4 3 1,2 ± 0,5 3 0,8 ± 0,2 6 0,8 ± 0,4 3 1,5 ± 0,1 6 1,2 ± 0,1 
Gas 3 1,1 ± 0,3 3 1,0 ± 0,3 3 1,0 ± 0,1 6 1,1 ± 0,4 3 2,7 ± 0,8 6 1,9 ± 0,2 
Dai 3 1,0 ± 0,5 3 0,7 ± 0,1 3 0,7 ± 0,1 4 1,7 ± 1,0 7 197,8,2 ± 56,7* 6 239,6 ± 32,1* 
Ddx41 3 1,2 ± 0,8 2 0,4 ± 0,1 3 0,3 ± 0,1 6 0,4 ± 0,1 3 0,5 ± 0,1 6 0,6 ± 0,0 
Lrrfip1 3 0,9 ± 0,1 3 0,6 ± 0,1 3 0,7 ± 0,1 4 1,2 ± 0,5 3 1,0 ± 0,3 6 3,5 ± 0,7 
Ifi202 3 1,1 ± 0,7 3 0,4 ± 0,1 3 0,3 ± 0,1 6 1,0 ± 0,3 3 4,3 ± 3,2 6 2,6 ± 0,2 
Ifi204 2 1,0 ± 0,1 / ND 2 1,0 ± 0,0 6 1,4 ± 0,5 2 0,9 ± 0,1 6 5,5 ± 1,2* 
Legenda: Cgas gen za ciklični gvanozin monofosfat-adenozin monofosfat sintaze; Dai gen za od interferon regulatornega 
faktorja odvisen aktivator; Ddx41 gen za DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) boks polipeptid 41; Ddx60 gen za DEAD (Asp-Glu-Ala-
Asp) boks polipeptid 60; Dhx9 gen za DEAH (Asp-Glu-Ala-His) boks helikaza 9; Dhx36 gen za DEAH (Asp-Glu-Ala-His) boks 
helikaza 36; Lrrfip1 gen za z levcinom bogat protein 1; Ifi204 gen za z interferonom aktiviran protein 204; Ifi202 gen za z 
interferonom aktiviran protein 202; Aim2 gen za odsoten v melanomu 2, RigI z retinojsko kislino induciran gen; /se ne 
izraža; ND – nismo določali. *Statistično značilna razlika glede na kontrolo (p < 0,05). 
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Slika 22 Shema izražanja senzorjev na celični liniji L929 
Shema izražanja senzorjev in možne signalne poti aktivacije senzorjev na celični liniji L929. Z rumeno so 
označeni senzorji, pri katerih smo po elektroprenosu pDNA z metodo qRT-PCR določili povišano izražanje. Ostali 
senzorji so prisotni v celicah, a po elektroprenosu pDNA ni bilo povišanega izražanja. Črne odebeljene puščice 
prikazujejo signalne poti senzorjev, ki se jim je povišalo izražanje. 
 
Na keratinocitih KERA 308 se je po elektroprenosu pDNA z uporabo obeh protokolov (EP1 
in EP2) povečalo izražanje senzorjev Ddx60, Dai, Ifi202 in Ifi204 (Tabela 8). Protokol EP1 je 
na keratinocitih povzročil bolj izrazito povečanje v izražanju senzorjev v primerjavi s 
protokolom EP2. Po elektroprenosu z uporabo protokola EP1 smo določili statistično 









Katarina Žnidar (2019). Vpliv genskega elektroprenosa na izražanje citosolnih senzorjev DNA 





Izražanje citosolnih senzorjev DNA na celični liniji keratinocitov KERA 308. 













večkratnik ±  
SE 
n 
večkratnik ±  
SE 
n 
večkratnik ±  
SE 
Tlr9 3 1,0 ± 0,0 3 1,1 ± 0,1  ND 3 0,7 ± 0,2  ND 3 0,5 ± 0,2 
Rig-I 3 / 3 / 3 / 3 / 3 / 3 / 
Ddx60 3 1,0 ± 0,1 3 1,0 ± 0,1 3 1,9 ± 0,2 3 1,1 ± 0,3 3 25,8 ± 10,5* 3 4,7 ± 0,5* 
Dhx9 3 1,0 ± 0,0 3 1,3 ± 0,1 3 1,8 ± 0,0 3 1,8 ± 0,3 3 1,4 ± 0,1 3 1,2 ± 0,0 
Dhx36 3 1,0 ± 0,1 3 1,5 ± 0,2 3 1,4 ± 0,1 3 1,3 ± 0,2 3 0,8 ± 0,1 3 0,8 ± 0,1 
Aim2 3 1,0 ± 0,1 3 1,3 ± 0,1 3 1,0 ± 0,2 3 0,9 ± 0,1 3 5,0 ± 1,4* 3 1,5 ± 0,2 
Cgas 3 1,0 ± 0,0 3 1,4 ± 0,1 3 1,9 ± 0,3 3 1,8 ± 0,3 3 1,5 ± 0,3 3 1,2 ± 0,1 
Dai 3 1,0 ± 0,1 3 1,2 ± 0,0 3 2,1 ± 0,3 3 1,7 ± 0,3 3 3,9, ± 1,2* 3 2,6 ± 0,1* 
Ddx41 3 1,0 ± 0,1 3 1,1 ± 0,1 3 1,4 ± 0,1 3 1,4 ± 0,2 3 0,9 ± 0,1 3 1,3 ± 0,1 
Lrrfip1 3 1,0 ± 0,1 3 1,5 ± 0,2 3 1,1 ± 0,6 3 1,8 ± 0,6 3 1,9 ± 0,1 3 1,8 ± 0,1 
Ifi202 3 1,0 ± 0,1 3 0,9 ± 0,2 3 1,8 ± 0,2 3 1,8 ± 0,6 3 2,2 ± 0,3* 3 2,5 ± 0,1* 
Ifi204 3 1,0 ± 0,1 3 1,4 ± 0,1 3 1,6 ± 0,1 3 1,6 ± 0,1 3 2,4 ± 0,4* 3 2,4 ± 0,3 
 
Legenda: Cgas gen za ciklični gvanozin monofosfat-adenozin monofosfat sintaze; Dai gen za od interferon 
regulatornega faktorja odvisen aktivator; Ddx41 gen za DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) boks polipeptid 41; Ddx60 gen 
za DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) boks polipeptid 60; Dhx9 gen za DEAH (Asp-Glu-Ala-His) boks helikaza 9; Dhx36 gen 
za DEAH (Asp-Glu-Ala-His) boks helikaza 36; Lrrfip1 gen za z levcinom bogat protein 1; Ifi204 gen za z 
interferonom aktiviran protein 204; Ifi202 gen za z interferonom aktiviran protein 202; Aim2 odsoten v 
melanomu 2, RigI z retinojsko kislino induciran gen; /se ne izraža; ND – nismo določali. *Statistično značilna 
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Slika 23 Shema izražanja senzorjev na celični liniji KERA308 
Shema izražanja senzorjev in možne signalne poti aktivacije senzorjev na celični liniji KERA 308. Z rumeno so 
označeni senzorji, pri katerih smo po elektroprenosu pDNA z metodo qRT-PCR določili povišano izražanje. Ostali 
senzorji so prisotni v celicah, a po elektroprenosu pDNA ni bilo povišanega izražanja. Črne odebeljene puščice 
prikazujejo signalne poti senzorjev, ki se jim je povišalo izražanje. 
 
4.1.4 Izražanje citokinov po elektroprenosu pDNA na celičnih linijah 
Z metodo qRT-PCR smo določili izražanje citokinov Ifnβ, Tnfα in Il-1β ter podenoto 
receptorja za interferone tipa I (Ifnr1). S testom ELISA smo potrdili izražanje IFNβ in TNFα 
na proteinskem nivoju.  
4.1.4.1 Izražanje citokinov na tumorskih celičnih linijah 
IFN β je marker aktivacije senzorjev DNA (Takaoka, Unterholzner, Zhang). Na celični liniji 
B16F10 ob dodatku pDNA in ob uporabi samih električnih pulzov protokola EP1 in EP2 nismo 
določili povečanega izražanja Ifnβ, po elektroprenosu pDNA, ne glede na uporabljeni 
protokol, pa se je ta povečal. Pri elektroprenosu pDNA s protokolom EP1 smo določili 68,9-
kratno povečanje izražanja Ifnβ (Slika 24a), s protokolom EP2 pa 151,2-kratno povečanje v 
izražanju Ifnβ glede na ostale skupine. Ta opažanja smo potrdili z zaznavanjem povečanja 
izražanja proteina IFNβ, merjenega z metodo ELISA (Slika 24b) in s pretočno citometrijo, kjer 
smo po elektroprenosu pDNA zaznali, da je stopnja povečanja celic, ki so izražale protein 
IFNβ, narastla za 6-krat (Slika 24c) in da je jakost fluorescence narasla za 10-krat (Slika 24d). 
Izražanja Il-1β na tumorskih celicah nismo zaznali.  
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Slika 24 Izražanje interferona β na celični liniji B16F10 
Izražanje IFNβ po elektroprenosu pDNA na mRNA (a) in proteinskem nivoju (b, c, d) ter aktivnost promotorja 
IFNβ (b) na celični liniji B16F10. p < 0,05 
 
Na celičnih linijah TS/A in WEHI 164 smo z metodo qRT-PCR preverjali izražanje mRNA Ifnβ, 
Tnfα in Ifnr1. Po elektroprenosu pDNA se je stopnja izražanja mRNA Ifnβ na obeh celičnih 
linijah povečalo. Na celični liniji TS/A s protokolom EP1 za 26,4-krat, s protokolom EP2 za 
32,5-krat, na celični liniji WEHI164 pa s protokolom EP1 za 128,6-krat in 56,3-krat (Slika 25a, 
22b). Izražanje mRNA Tnfα se je po elektroprenosu pDNA s protokolom EP1 povečalo na 
obeh celičnih linijah, in sicer za 18,3-krat na celični liniji TS/A in za 111,6-krat na celični liniji 
WEHI 164. Po uporabi protokola EP2 se je povečalo izražanje Tnfα samo na celični liniji WEHI 
164 za 36,6-krat. Povečanje v izražanju mRNA Tnfα pri celični liniji WEHI 164 smo določili že 
po uporabi samih električnih pulzov EP1, brez elektroprenosa pDNA (Slika 25b). Z metodo 
ELISA smo potrdili povečano izražanje IFNβ in TNFα na proteinskem nivoju. Na celični liniji 
TS/A smo določili povečano izražanje proteina IFNβ za 180,8-krat in proteina TNFα za 64,9-
krat po elektroprenosu pDNA s protokolom EP1 (Slika 25c). Na celični liniji WEHI 164 smo 
po elektroprenosu pDNA z uporabo protokola EP1 določili povečano izražanje obeh 
proteinov IFNβ za 62,7-krat in TNFα za 77,1-krat, po elektroprenosu pDNA s protokolom EP2 
pa protein IFNβ za 67,0-krat (Slika 25d).  
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Slika 25 Izražanje interferona β in tumor nekrotičnega faktorja α na celični liniji TS/A in WEHI 164 
Povečano izražanje IFNβ in TNFα na mRNA in proteinskem nivoju celične linije TS/A (a, c) in WEHI 164 (b, d). 
*Statistično značilna razlika glede na kontrolno skupino (p < 0,05). 
 
4.1.4.2 Izražanje interferonov in citokinov na netumorskih celičnih linijah  
Celični liniji C2C12 in L929 za razliko od celične linije KERA 308 po elektroprenosu pDNA 
nista izražali Il1β (Tabele 9, 10, 11). Tudi v izražanju Ifnβ sta celični liniji C2C12 in L929 
odstopali glede na ostale testirane celične linije (Tabeli 11, 12). Na teh dveh celičnih linijah 
se je izražanje senzorjev, ki vodijo v aktivacijo faktorja IRF3 in posledično v izražanje IFNβ, 
po elektroprenosu pDNA več stokratno povečalo (Tabeli 9, 10).  
Tnfα smo določali na netumorskih celičnih linijah C2C12 in L929 (Tabeli 9, 10). Ob uporabi 
samih električnih pulzov EP1 se je statistično povečalo izražanje mRNA Tnfα na celičnih 
linijah L929 in C2C12, stopnja izražanja pa je po elektroprenosu pDNA še narastla (Tabeli 9, 
10). Povečano izražanje mRNA Tnfα na netumorskih celičnih linijah po elektroprenosu pDNA 
s protokolom EP2 je bilo opaženo samo na celični liniji C2C12, kjer je bilo tudi statistično 
značilno (Tabela 9). Za razliko od vseh testiranih celičnih linij so bile keratinocite KERA 308 
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edine, ki so izražale Il1β. Izražanje Il1β se je povečalo po elektroprenosu pDNA z uporabo 
obeh protokolov (Tabela 11).  
 
Tabela 9 
Izražanje citokinov na celični liniji C2C12. 










večkratnik ±  
SE n 
večkratnik ±  
SE 
Il1β 4 / 4 / 4 / 4 / 4 /  / 
Ifnβ 6 1,2 ± 0,3 3 1,5 ± 0,1 4 3,6 ± 2,2 3 1,6 ± 0,1 7 1948,8 ± 450,0* 5 553,3 ± 151,4* 
Tnfα 4 1,0 ± 0,1 4 1,0 ± 0,0 4 11,4 ± 0,8* 4 2,6 ± 0,1* 4 94,4 ± 9,4* 4 109,1 ± 9,4* 
 
Legenda: Ilβ1 – gen za interlevkin beta 1; Ifnβ – gen za interferon beta; Tnfα – gen za tumor nekrotizirajoči 
faktor α; *statistično značilna razlika glede na kontrolo (p < 0,05); / – se ne izraža. 
 
Tabela 10 
Izražanje citokinov na celični liniji L929. 















 ± SE 
n 
večkratnik 
 ± SE 
 
Il1β 4 / 4 / 4 / 4  4 / 6 / 
Ifnβ1 4 1,0 ± 0,1 4 0,1 ± 0,2 4 1,6 ± 0,9 6 1,4 ± 0,4 6 1323,2 ± 218,2* 6 883,2 ± 105,9* 
Tnfα 4 1,1 ± 0,2 2 1,0 ± 0,1 4 94,9 ± 6,3*  ND 4 243,9 ± 68,0*  ND 
 
Legenda: Ilβ1 – gen za interlevkin beta 1; Ifnβ – gen za interferon beta; Tnfα – gen za tumor nekrotizirajoči 
faktor α; *statistično značilna razlika glede na kontrolo (p < 0,05); / – se ne izraža; ND – nismo določali. 
 
Tabela 11 
Izražanje citokinov na celični liniji KERA 308. 



















Il1β 3 1,0 ± 0,1 3 0,9 ± 0,1 3 3,7 ± 0,1* 3 2,2 ± 0,1* 3 3,3 ± 0,3* 3 1,4 ± 0,2 
Ifnβ1 3 1,0 ± 0,1 3 1,3 ± 0,1 3 1,7 ± 0,4 3 1,1 ± 0,1 3 5,0 ± 1,2* 3 3,0 ± 0,4* 
Tnfα  ND  ND  ND  ND  ND  ND 
 
Legenda: Ilβ1 – gen za interlevkin β 1; Ifnβ – gen za interferon β; Tnfα – gen za tumor nekrotizirajoči faktor α, 
*statistično značilna razlika glede na kontrolo (p < 0,05); / – se ne izraža; ND – nismo določali. 
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4.1.5 Aktivacija signalne poti IRF3 po elektroprenosu pDNA na celični liniji C2C12 
Da ob aktivaciji senzorjev DNA pride do prepisovanja genov, ki kodirajo IFNβ, je predpogoj 
translokacija faktorja IRF3 iz citosola v jedro. Translokacijo faktorja IRF3 smo dokazali s 
pomočjo histokemičnega barvanja na celični liniji C2C12. Jedra smo pobarvali z barvilom 
DAPI (modro), faktor IRF3 pa s sekundarnimi protitelesi, označenimi s FITC (zeleno). Pri 
kontroli in ob uporabi samih električnih pulzov EP2 nismo zaznali prenosa faktorja IRF3 v 
jedro celic (Slika 26a, 26b). 2 in 4 ure po elektroprenosu pDNA s protokolom EP2 pa so se, 
zaradi prenosa faktorja IRF3 v jedro, jedra celic obarvala zeleno (Slika 26c, 26d). 
 
Slika 26 Translokacija interferon regulatornega faktorja 3 
Imunohistokemično določanje translokacije interferon regulatornega faktorja 3 (IRF3) z ustreznimi primarnimi 
in s sekundarnimi protitelesi, označenimi s FITC ter z modrim barvilom za obarvanje jeder DAPI a) nasajene 
celice (kontrola), b) celice po elektroporaciji s protokolom EP2, c) celice 2 uri po elektroprenosu pDNA, d) celice 
4 ure po elektroprenosu pDNA. 
 
4.1.6 Izražanje receptorjev za citokine 
Z metodo qRT-PCR smo dokazali izražanje mRNA podenote receptorja za interferone tipa I 
(Ifnr1) na tumorskih celičnih linijah TS/A in WEHI 164. Z imunohistokemičnim barvanjem 
celic smo potrdili prisotnost receptorja za TNFα na obeh celičnih linijah (Slika 27). 
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Slika 27 Receptor za tumor nektotični faktor 1 na celični linij TS/A in WEHI 164 
Imunohistokemično določanje receptorja za TNFα (TNFR1) na celični liniji TS/A (a) in WEHI 164 (b). Celicam, ki 




Slika 28 Shema povišanega izražanja senzorjev na vseh celičnih linijah 
Shema izražanja senzorjev in možne signalne poti aktivacije senzorjev vseh testiranih celičnih linij, pri katerih 
smo po elektroprenosu pDNA z metodo qRT-PCR določili povišano izražanje senzorjev DNA in citokinov TNFα, 
IFNβ in IL-1β. 
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4.1.7 Tip celične smrti 
4.1.7.1 Tip celične smrti po elektroprenosu pDNA brez terapevtskega gena na tumorskih 
celičnih linijah  
Tip celične smrti smo na celičnih linijah določili s pomočjo barvanja z barvili Annexin V in 
7ADD, s katerimi ločimo apoptotične celice od nekrotičnih. Na celični liniji B16F10 smo 20 ur 
po elektroprenosu pDNA pri uporabi obeh protokolov določili tako apoptotične kot 
nekrotične celice (Slika 29). Delež apoptotičnih celic se je povečalo za 4,7-krat po 
elektroprenosu pDNA s protokolom EP1 in za 8,9-krat po elektroprenosu pDNA s 
protokolom EP2 glede na kontrolo skupino. Delež apoptotičnih celic se je povečal za 5,3-
krat tudi po dovajanju električnih pulzov protokola EP1 (skupina EP1) in v primerjavi s 
skupino elektroprenosa pDNA (skupina pDNA + EP1) ni razlike med deležem apoptotičnih 
celic. Z elektroprenosom pDNA s protokolom EP2 pride do razlike v deležu apoptotičnih celic 
v primerjavi s skupino celic, kjer smo celicam dovedli samo električne pulze. Po 
elektroprenosu pDNA s protokolom EP1 nismo določili odstopanja med deležem nekrotičnih 
in apoptotičnih celic, pri uporabi protokola EP2 pa smo določili več apoptotičnih celic (Slika 
29a). Šest ur po elektroprenosu pDNA smo celice pobarvali po GIEMSi in opazili večje število 
nekrotičnih in apoptotičnih celic (Slika 29b). 
 
Slika 29 Delež apoptotičnih in nekrotičnih celic B16F10 
Delež apoptotičnih in nekrotičnih celic po elektroprenosu pDNA na celični liniji B16F10 (a) ter morfologija celic 
6 ur po elekroprenosu pDNA (b). Modre puščice označujejo nekrotične celice, črne puščice označujejo 
apoptotska telesa. *p < 0,05. 
 
Na celični liniji TS/A smo pri uporabi protokola EP1 opazili manj viabilnih celic (Slika 30a). 
Razlik med deležem apoptotičnih in nekrotičnih celic glede na izbrani protokol 20 ur po 
elektroprenosu pDNA ni bilo opaziti (Slika 30a). Delež apoptotičnih in nekrotičnih celic se ne 
razlikuje tudi med skupinami, kjer smo dovedli samo električne pulze in skupinami po 
elektroprenosu pDNA. Po elektroprenosu pDNA s protokolom EP1 se delež apoptotičnih 
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celic poveča za 4,5-krat, delež nekrotičnih celic pa za 6,0-krat glede na kontrolno skupino. 
Po elektroprenosu pDNA s protokolom EP2 delež apoptotičnih celic naraste za 3,1-krat, 
delež nekrotičnih celic pa za 3,8-krat glede na kontrolno skupino. Šest ur po elektroprenosu 
pDNA smo z morfološko analizo celic, barvanih po Giemsi, opazili več nekrotičnih celic v 
primerjavi s kontrolo (Slika 30b).  
Na celični liniji WEHI 164 smo po elektroprenosu pDNA s protokolom EP1 določili večji delež 
nekrotičnih celic, po elektroprenosu pDNA s protokolom EP2 pa večji delež apoptotičnih 
celic (Slika 30c). Delež nektoričnih celic se je ob uporabi električnih pulzov EP1 povečal za 
12,3-krat, po elektroprenosu s protokolom EP1 pa za 20,6-krat. Ob uporabi protokola EP2 
delež apoptotičnih celic po elektroprenosu pDNA naraste za 7,3-krat. Šest ur po 
elektroprenosu pDNA s protokolom EP2 je morfološka analiza celične linije WEHI 164 že 
pokazala posamezna apoptotska telesa (Slika 30d).  
 
 
Slika 30 Delež apoptotičnih in nekrotičnih celic TS/A in WEHI 164 
Delež apoptotičnih in nekrotičnih celic 20 ur po elektroprenosu pDNA na celični liniji a) TS/A in c) WEHI 164. 
*p < 0,05. Morfologija celic 6 ur po elektroprenosu pDNA na celični liniji b) celic TSA in d) WEHI 164. Modre 
puščice označujejo nekrotične celice, črne puščice označujejo apoptotska telesa. 
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4.1.7.2 Tip celične smrti po elektroprenosu pDNA brez terapevtskega gena in vitro na 
netumorskih celičnih linijah 
Na netumorskih celičnih linijah C2C12 in L929 smo 20 ur po elektroprenosu pDNA s 
protokolom EP1 določili večji delež nekrotičnih celic v primerjavi z deležem apoptotičnih 
celic. S protokolom EP1 smo na celični liniji C2C12 določili večji delež nekrotičnih celic ob 
uporabi električnih pulzov za 8,8-krat, po elektroprenosu pDNA pa za 17,2-krat. Delež 
nekrotičnih celic je narastel tudi ob uporabi protokola EP2 za 6,2-krat in po elektroprenosu 
pDNA za 9,2-krat. Delež apoptotičnih celic po elektroprenosu pDNA na celični liniji C2C12 ni 
narastel (Slika 31a). Na celični liniji L929 je delež apoptotičnih celic ob uporabi protokola 
EP1 narastel za 3,5-krat, po elektroprenosu pDNA s protokolom EP1 za 3,2-krat, po 
elektroprenosu s protokolom EP2 pa za 4,9-krat. Delež nekrotičnih celic je po uporabi 
električnih pulzov EP1 narastel za 8,3-krat, po elektroprenosu pDNA s protokolom EP1 za 
19,8-krat, po elektroprenosu pDNA s protokolom EP2 pa za 6,0-krat (Slika 31c). Morfološka 
analiza 6 ur po elektroprenosu pDNA s protokolom EP1 je pokazala veliko število nekrotičnih 
celic pri obeh celičnih linijah (Slika 31b, 31d).  
 
Slika 31 Delež apoptotičnih in nekrotičnih celic C2C12 in L929 
a) Delež apoptotičnih in nekrotičnih celic 20 ur po elektroprenosu pDNA na celični liniji a) C2C12 in c) L929, 
*p < 0,05. Morfologija celic 6 ur po elektroprenosu pDNA na celični liniji b) celic C2C12 in d) L929. Modre puščice 
označujejo nekrotične celice, črne puščice označujejo apoptotska telesa. 
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4.2 REZULTATI IN VITRO NA SFEROIDIH MELANOMA B16F10 
Na sferoidih melanoma smo preverili uspešnost transfekcije, citotoksičnost pDNA in 
izražanje senzorjev in citokinov po elektroprenosu pDNA s protokolom EP2 (1300 V/cm, 
0,1 ms, 4 Hz). 
 
4.2.1 Transfekcija sferoida 
Analiza meritev pretočne citometrije je pokazala, da je bil odstotek transfeciranih celic na 
sferoidih 1,8 %, jakost fluorescence pa je bila 15-krat večja kot pri kontrolni skupini 
(Slika 32a). Po pregledu sferoidov pod mikroskopom smo ugotovili, da so transfecirane 
celice sferoida na obrobju, sredica pa ne fluorescira (Slika 32b).  
 
Slika 32 Transfekcija sferoida  
Transfekcija sferoida. Graf prikazuje odstotek fluorescentnih celic, ki naraste za 1,8-krat v primerjavi s kontrolo, 
ter povečanje jakosti fluorescence za 15-krat v primerjavi s kontrolo (a), prikaz transfekcije sferoida pod 
mikroskopom (b).  
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4.2.2 Citotoksičnost pDNA po elektroprenosu na sferoidih  
Rast sferoidov smo opazovali 11 dni po elektroprenosu pDNA (Slika 33). Zmanjšana velikost 
sferoida je bila opazna med drugim in sedmim dnevom pri skupini, kjer smo dovedli samo 
električne pulze EP2 ter pri skupini po elektroprenosu pDNA. Enajsti dan razlik med 
posameznimi skupinami ni bilo več (Slika 33).  
 
Slika 33 Rast sferoida 
Rast sferoidov melanoma B16F10. Do četrtega dne je opazen zaostanek v rasti sferoidov po dovajanju 
električnih pulzov in po elektroprenosu pDNA, enajsti dan pa med skupinami ni opaznih razlik. *Statistično 
značilna razlika glede na kontrolno skupino. 
 
4.2.3 Izražanje senzorjev in citokinov na sferoidih 
4.2.3.1 Izražanje citosolnih senzorjev DNA na sferoidih  
NA sferoidih B16F10 smo preverili izražanje senzorjev Ddx60, Dai in Ifi204, saj smo 
povečano izražanje teh potrdili že na celični liniji B16F10. 4 in 24 ur po elektroprenosu pDNA 
s protokolom EP2 je prišlo do povečanega izražanja senzorjev (Tabela 12, Slika 34a), a se je 
izražanje po 24 urah zmanjšalo (Slika 34a). Po 4 urah se je povečalo izražanje senzorjev 
Ddx60 za 44,1-krat, Dai za 71,7-krat in Ifi204/p204 za 45,0-krat, po 24 urah pa Ddx60 za 
35,8-krat, Dai za 33,8-krat in Ifi204/p204 za 8,3-krat. Za razliko od celične linije B16F10 smo 
pri sferoidih zaznali povečano izražanje senzorjev Ddx60 in Dai 4 ure po sami aplikaciji 
električnih pulzov (Tabela 12). Štiri ure po elektroprenosu pDNA se je povečala stopnja 
izražanja Ifnβ za 213,6-krat in Tnfα za 98,4-krat, ki je po 24 urah upadla in povečanje ni bilo 
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Izražanje citosolnih senzorjev DNA 4 ure po elektroprenosu pDNA na sferoidih B16F10. 
skupine  kontrola  pDNA  EP2  pDNA + EP2 
senzor DNA n večkratnik ± SE n večkratnik ± SE n večkratnik ± SE n večkratnik ± SE 
Ddx60 4 1,0 ± 0,1 4 1,0 ± 0,2 4 6,9 ± 0,6* 4 44,1 ± 6,9* 
Dai 4 1,0 ± 0,3 4 0,9 ± 0,2 4 5,5 ± 0,3* 4 71,7 ± 8,2* 
Ifi204/p204 4 1,2 ± 0,3 4 0,8 ± 0,1 4 24,2 ± 10,6 4 45,0 ± 18,9* 
 
Legenda: Dai gen za od interferon regulatornega faktorja odvisen aktivator; Ddx60 gen za DEAD (Asp-Glu-Ala-
Asp) boks polipeptid 60; Ifi204 z interferonom aktiviran gen 204; *statistično značilna razlika glede na 
kontrolno skupino (p < 0,05). 
 
Slika 34 Izražanje senzorjev na sferoidih 
Izražanje senzorjev DNA (a) in citokinov (b) 4 in 24 ur po elektroprenosu pDNA na sferoidih melanoma B16F10. 
4 ure po elektroprenosu pDNA opazimo večje izražanje senzorjev DNA in citokinov. *Statistično značilna razlika 
glede na kontrolo (p < 0,05). 
 
4.2.3.2 Tip celične smrti po elektroprenosu pDNA na sferoidu  
Zaostanek v rasti sferoidov med uporabo samih pulzov ali po elektroprenosu pDNA s 
protokolom EP2 smo hoteli preveriti še z določanjem celične smrti. Štiriindvajset ur po 
elektroprenosu pDNA smo celice pobarvali s kitom FITC aneksinom V in 7AAD ter s pomočjo 
pretočne citometrije določili delež viabilnih, apoptotičnih in nekrotičnih celic. Že pri 
kontrolni skupini smo opazili, da je bil odstotek viabilnih celic manjši od 10 %, po 
elektroprenosu pa se je ta še zmanjšal. Tako smo opazili porast v odstotku apoptotičnih celic 
(Slika 35). V isti časovni točki smo s hematoksilin-eozinom pobarvali kontrolni sferoid in 
opazili, da je središče sferoida nekrotično in so viabilne celice prisotne na obrobju sferoida. 
S pretočno citometrijo smo določili, da je 79–80 % sferoidov nekrotičnih. Po elektroprenosu 
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pDNA je odstotek viabilnih celic še upadel in posledično se je delež apoptotičnih celic 
povečal (Slika 35).  
 
Slika 35 Histološka analiza, tipi celične smrti na sferoidih 
Histološka slika sferoida B16F10 barvano s hematoksilin-eozinom. Rdeče puščice kažejo nekrotično sredico, 
modre pa celice v mitozi (a). Odstotek viabilnih (negativne), apoptotičnih (Aneksin V), pozno 
apoptotičnih/nekrotičnih (Aneksin V + 7AAD) in nekrotičnih (7AAD) celic po elektroprenosu pDNA s protokolom 
EP2 na sferoidih B16F10 (b). *Statistično značilna razlika glede na kontrolno skupino (p < 0,05). 
 
4.3 REZULTATI IN VIVO 
Pri poskusih in vivo smo preverili zaostanek v rasti tumorja in ozdravitve po elektroprenosu 
pDNA s protokoloma EP (600 V/cm, 5 ms, 1 HZ) in EP1 (800 V/cm, 5 ms, 1 Hz), izražanje 
citosolnih senzorjev DNA in citokinov po elektroprenosu pDNA s protokolom EP1 in določili 
tipe celične smrti po elektroprenosu pDNA s protokolom EP1. 
 
4.3.1 Protitumorska učinkovitost pDNA na tumorjih  
Na tumorjih melanoma smo po elektroprenosu pDNA določili zaostanek v rasti tumorja. 
Podvojitveni čas tumorja se je zmanjšal za 3,0-krat s protokolom EP in 3,2-krat s protokolom 
EP1. Pri eni od 10 miši je prišlo do popolne ozdravitve tumorja pri obeh skupinah 
elektroprenosa pDNA (Slika 36). 
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Slika 36 Rastna krivulja tumorja 
Rastna krivulja tumorja po elektroprenosu pDNA. Po elektroprenosu pDNA (pDNA + EP in pDNA + EP1) opazimo 
zaostanek v rasti in ozdravitev pri eni od desetih miši po elektroprenosu pDNA z obema protokoloma. V 
kontrolni skupini (kontrola), v skupini, kjer smo injicirali v tumor samo pDNA (pDNA) ali dovedli samo električne 
pulze (EP), se rast tumorja ni upočasnila. 
 
4.3.2 Izražanje citosolnih senzorjev DNA na tumorjih 
V tumorjih melanoma smo zaznali izražanje vseh testiranih senzorjev DNA, razen Rig-I in 
Ifi202/p202 (Tabela 32). Po elektroprenosu pDNA ali po samem injiciranju pDNA v tumor se 
je nakazovalo povečanje izražanja senzorjev Ddx60, Dai in Ifi204/p204, vendar ni bilo 
statistično značilnih razlik glede na kontrolo. V primerjavi s celično linijo B16F10 smo na 
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Izražanje citosolnih senzorjev DNA na tumorjih melanoma B16F10. 
skupina  kontrola  EP  pDNA  pDNA +EP  
senzor DNA n večkratnik ± SE n večkratnik ± SE n večkratnik ± SE n večkratnik ± SE 
Tlr9 3 1,1 ± 0,3 3 0,4 ± 0,2 5 1,4 ± 0,7 5 2,1 ± 0,5 
Rig-I 3 / 3 / 5 / 5 / 
Ddx60 11 1,3 ± 0,2 10 0,8 ± 0,4 12 3,1 ± 1,2 13 4,7 ± 1,3 
Dhx9 3 1,0 ± 0,2 3 0,8 ± 0,1 5 1,0 ± 0,1 5 1,1 ± 0,1 
Dhx36 3 1,0 ± 0,0 3 0,8 ± 0,1 5 0,9 ± 0,1 5 1,1 ± 0,1 
Aim2 3 1,1 ± 0,3 3 0,5 ± 0,1 5 1,2 ± 0,6 5 1,3 ± 0,3 
Cgas 3 1,1 ± 0,3 3 0,6 ± 0,1 5 1,0 ± 0,2 5 2,1 ± 0,5 
Dai 3 1,3 ± 0,5 3 0,6 ± 0,4 5 1,8 ± 0,1 5 2,9 ± 0,7 
Ddx41 3 1,1 ± 0,4 3 0,9 ± 0,2 5 1,7 ± 0,5 5 2,1 ± 0,7 
Lrrfip1 3 1,0 ± 0,2 3 0,8 ± 0,0 5 1,3 ± 0,4  5 1,0 ± 0,1 
Ifi202/p202 3 / 3 / 5 / 5 / 
Ifi204/p204 3 1,0 ± 0,1 3 0,5 ± 0,2 5 1,5 ± 0,4 5 3,8 ± 1,1 
 
Legenda: Cgas gen za ciklični gvanozin monofosfat-adenozin monofosfat sintaze; Dai gen za od interferon 
regulatornega faktorja odvisen aktivator; Ddx41 gen za DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) boks polipeptid 41; Ddx60 gen 
za DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) boks polipeptid 60; DHX9 gen za DEAH (Asp-Glu-Ala-His) boks helikaza 9; Dhx36 
gen za DEAH (Asp-Glu-Ala-His) boks helikaza 36; Lrrfip1 gen za z levcinom bogat protein 1; Ifi204/p204, z 
interferonom aktiviran gen 204; Ifi202/p202, z interferonom aktiviran gen 202; Aim2 gen zaodsoten v 
melanomu 2, RigI z retinojsko kislino induciran gen; / – se ne izražajo. 
 
4.3.3 Izražanje citokinov na tumorjih 
Izražanje IFNβ na tumorjih melanoma smo analizirali z metodama qRT-PCR in ELISA. Po 
elektroprenosu pDNA s protokolom EP1 se je stopnja izražanja IFNβ na tumorjih melanoma 
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Slika 37 Izražanje interferona β na tumorjih 
Delež mRNA (a) in proteina (b) IFNβ na tumorjih melanoma B16F10 po elektroprenosu pDNA. **Statistično 
značilna razlika glede na kontrolo (p < 0,01). 
 
4.3.4 Tip celične smrti po elektroprenosu pDNA na tumorjih 
6 ur po elektroprenosu pDNA smo rezine tumorjev pobarvali s kaspazo 3, kjer nismo določili 
statistično pomembnih razlik med posameznimi skupinami (Slika 38a). Pri tumorjih 
melanoma smo na obarvanih rezinah s hematoksilin-eozinom določili statistično značilno 
povečanje deleža nekroze v vseh treh časovnih točkah (6 ur, 20 ur in 36 ur) po 
elektroprenosu pDNA (Slika 38b). Pri kontrolnih tumorjih smo opazili 4–6 % nekroze, 
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Slika 38 Delež apoptoze in nekroze na tumorjih 
Določanje apoptoze in nekroze na tumorjih po elektroprenosu pDNA. Povečanje odstotka nekroze po 
elektroprenosu pDNA v različnih časovnih točkah (a). Primerjava rezin tumorjev, obarvanih s kaspazo 3 in 
hematoksilin-eozinom po elektroprenosu pDNA (b). Rezultati nakazujejo, da tumorske celice po elektroprenosu 
pDNA s protokolom EP1 umirajo z nekrozo (a, b). *Statistično značilna razlika glede na kontrolo (p < 0,05). 
  
1 mm 50 μm 
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Namen doktorskega dela je bil ugotoviti, ali po elektroprenosu pDNA brez terapevtskega 
gena vplivamo na izražanje senzorjev DNA v tumorskih in netumorskih celicah, sferoidih in 
tumorskih modelih mišjega melanoma. Na podlagi rezultatov lahko sklepamo, da tako 
tumorske kot netumorske celice izražajo senzorje DNA in da se izražanje nekaterih po 
elektroprenosu pDNA poveča, kar vodi v proizvodnjo provnetnih citokinov in tudi do 
aktivacije različnih mehanizmov celične smrti. Na vseh testiranih tumorskih in netumorskih 
celičnih linijah smo po elektroprenosu pDNA določili povečano izražanje senzorjev Ddx60, 
Dai in Ifi204/p204. Stopnja izražanja senzorjev DNA se razlikuje med celičnimi linijami, kot 
tudi med protokoli elektroprenosa. Na netumorskih celičnih linijah opazimo izražanje 
senzorja Aim2, ki ga v tumorskih celicah sploh nismo zaznali. Na sferoidih melanoma smo 
po elektroprenosu pDNA s protokolom EP2 določili povečano izražanje istih senzorjev DNA 
kot po elektroprenosu pDNA pri melanomskih celicah B16F10 ter povečano število 
apoptotičnih celic. Rezultati na melanomskih tumorjih B16F10 kažejo, da po elektroprenosu 
pDNA tumorji izločajo IFNβ, kar nakazuje na aktivacijo senzorjev DNA, hkrati pa se po 
elektroprenosu pDNA poveča odstotek nekroze tumorja.  
 
5.1 TRANSFEKCIJA CELIČNIH LINIJ 
Za uspešno transfekcijo je potreben prehod pDNA čez celično membrano, za kar smo 
uporabili metodo elektroporacije (Yarmush in sod., 2014). Uspešnost transfekcije je odvisna 
od tipa tumorja, mikrookolja, pDNA in parametrov elektroprenosa (Cemazar in sod., 2009; 
Yarmush in sod., 2014). Preverili smo delovanje treh protokolov elektroprenosa, EP1 
(600 V/cm, 8 pulzov, 5000 μs, 1 Hz), EP2 (1300 V/cm, 6 pulzov, trajanje 100 μs, 4 HZ) in EP3 
(1-krat 600 V/cm, 100 μs + 4-krat 80 V/cm, 100 ms, 1 HZ). Povečano število transfeciranih 
celic kaže na bolj učinkovit prevzem pDNA z mehanizmom endocitoze. Po izpostavitvi celic 
inhibitorjem endocitoze po elektroprenosu pEGFP se odstotek celic, ki izražajo protein GFP, 
zmanjša (Rosazza in sod., 2016). Fiziološki pogoji in viabilnost celic so pomembni za uspešen 
elektroprenos pDNA (Wasungu in sod., 2009). Z metodo elektroprenosa pDNA smo na 
celičnih linijah in vitro uspešno transfecirali vse celične linije, vendar smo opazili razlike v 
uporabi protokola elektroprenosa in med celičnimi linijami. Najbolj uspešna je bila 
tranfekcija na tumorski celični liniji WEHI 164 (76 %) po elektroprenosu pEGFP s protokolom 
EP2. Kratki električni pulzi boljše transfecirajo celice kot dolgi (Haberl in sod., 2013), kar je 
bilo opazno tudi v naši raziskavi, kjer smo na celičnih linijah WEHI 164, TS/A in KERA 308 s 
kratko trajajočimi električnimi pulzi določili 5–10-krat več transfeciranih celic v primerjavi z 
dolgo trajajočimi. Na celičnih linijah C2C12, L929 in B16F10 ni statistično značilnih razlik med 
protokoloma EP1 in EP2. Pri B16F10 smo z uporabo protokola EP3 določili manjši odstotek 
fluorescentnih celic v primerjavi s protokoloma EP1 in EP2, kar opazimo tudi na celični liniji 
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WEHI 164. Najslabše so se tumorske celice transfecirale po elektroprenosu s protokolom 
EP3. V primerjavi s transfekcijo protokola EP3 in vitro na 2D celičnih linijah je protokol EP3 
v pogojih in vivo bolj učinkovit. V okolju in vivo so visokonapetostni električni pulzi 
pomembni za permeabilizacijo membrane, nizkonapetostni pa priskrbijo silo, da povleče 
negativno nabito DNA do membrane (Bureau in sod., 2000; Kanduser, Miklavcic in Pavlin, 
2009). To je bilo dokazano za transfekcijo kože in mišice, pri tumorjih pa ločevanje 
elektroforetičnih in permeabilizacijskih komponent ne prinese boljše transfekcije, kar se 
pokaže tudi na transfekciji tumorskih celičnih linij v našem poskusu (André in sod., 2008; 
Cemazar in sod., 2009). Mediana jakosti fluorescence nam posredno pokaže število kopij 
plazmida. Na netumorskih celicah smo opazili povečano povprečje normaliziranih median 
jakosti fluorescence z uporabo protokola EP1, pri tumorskih celicah ni bilo odstopanj med 
protokoloma EP1 in EP2, v primerjavi s protokolom EP3 pa je bilo povprečje normaliziranih 
median jakosti fluorescence nižje. 
 
5.2 CITOTOKSIČNOST PO ELEKTROPRENOSU pDNA NA CELIČNIH LINIJAH 
S povečanimi koncentracijami je po elektroprenosu s protokoloma EP1 in EP2 citotoksičnost 
pDNA naraščala. Že sami protokoli elektroprenosa so vplivali na viabilnost celic, predvsem 
protokol EP1, kjer je delež viabilnih celic padlo pod 0,2, pri protokolu EP2 pa je bil delež 
preživelih celic nad 0,7. Na vseh celičnih linijah se je preživetje celic ob uporabi protokola 
EP1 občutno zmanjšalo tudi brez pDNA, kar kaže na poškodbo celic zaradi visokega 
električnega polja in trajanja električnih pulzov. To povzroči nabrekanje celic, neravnovesje 
v elektrolitih in do vstopa vode v celice ter posledično do nekroze (Xiao in sod., 2011; 
Meulenberg, Todorovic in Cemazar, 2012). Viabilnost celic je po elektroprenosu pDNA s 
protokoloma EP1 in EP2 z naraščajočimi koncentracijami pDNA padala, kar so pokazali v 
drugih raziskavah (Li in sod., 1999; Lesueur, Mir in André, 2016). Haberl in sod. (2013) so 
primerjali viabilnost celic po elektroprenosu pDNA z uporabo dolgo trajajočih električnih 
pulzov (5 ms, 700 V/cm, 1 Hz) in kratko trajajočih električnih pulzov (200 μs, 1000 V/cm, 
1 HZ) na ovarijskih celicah hrčka. Odstotek viabilnosti celic je padel na 25 % z dolgo 
trajajočimi električnimi pulzi in na 80 % s kratko trajajočimi električnimi pulzi, kar se ujema 
z rezultati naše raziskave (Haberl in sod., 2013). Upad preživetja celic po elektroprenosu 
pDNA lahko razložimo z aktivacijo senzorjev DNA in z avtokrinim in parakrinim delovanjem 
citokinov na celice. Znano je, da ob vezavi DNA na določene senzorje ob vezavi citokinov na 
receptorje lahko pride do celične smrti (apoptoze, nekroptoze, nekroze, piroptoze) 
(Jorgensen, Rayamajhi in Miao, 2017; Paludan, Reinert in Hornung, 2019). 
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5.3 IZRAŽANJE CITOSOLNIH SENZORJEV DNA IN CITOKINOV NA CELIČNIH LINIJAH 
Na vseh celičnih linijah smo opazili podoben vzorec izražanja senzorjev DNA. Povišano 
izražanje senzorjev Ddx60, Dai in Ifi204/p204 po elektroprenosu pDNA smo dokazali na vseh 
celičnih linijah. Vsi ti senzorji DNA se lahko sprožijo s številnimi nukleinskimi kislinami in s 
tem lahko pride do aktivacije številnih signalnih poti. Senzor DDX60 lahko veže tako 
molekule RNA kot DNA in sproži interferon signalno pot (Miyashita in sod., 2011; Goubau in 
sod., 2015). Senzor DAI se lahko poveže s sesalsko, virusno, bakterijsko in sintetično DNA in 
posreduje sproženje provnetnih citokinov, ki je odvisno tudi od koncentracije molekul DNA 
(Takaoka in sod., 2007a). Ob vezavi DNA na senzor DAI se lahko sproži tudi nekroptoza, 
programirana celična smrt, ki je morfološko podobna nekrozi (Jorgensen, Rayamajhi in 
Miao, 2017). Ti senzorji se aktivirajo tudi po transfekciji z drugimi nevirusnimi metodami, 
kot sta lipofekcija in transfekcija z nelipidnim kemijskim reagentom »Gene Juice« (Merck, 
ZDA), (Takaoka in sod., 2007; Unterholzner in sod., 2010; Sun in sod., 2013). Poleg senzorjev 
Dai, Ddx60 in Ifi204/p204 se pri nekaterih celicah poveča izražanje tudi drugih senzorjev. Na 
celični liniji B16F10 smo po elektroprenosu pDNA s protokolom EP2 določili povečano 
izražanje senzorja Cgas. Senzor cGas je močan aktivator proteina STING, ta pa aktivira IRF3 
(Sun in sod., 2013). Celična linija TS/A je imela po elektroprenosu pDNA s protokolom EP1 
7,7-kratno povečanje senzorja Dhx36, ki ob vezavi na DNA sproži prepisovanje genov za 
interferone tipa I (Cavlar, Ablasser in Hornung, 2012). Pri celični liniji WEHI 164 smo po 
elektroprenosu pDNA s protokolom EP2 določili 2,7-kratno povečanje senzorja Lrrfip1 in 
3,7-kratno povečanje Ifi202/p202, ki ravno tako sprožita signalne poti prepisovanja genov 
vnetnih citokinov in interferonov tipa I (Desmet in Ishii, 2012). Izražanje senzorjev se je 
razlikovalo med protokoli elektroprenosa pDNA. Na celični liniji B16F10 smo s protokolom 
EP2 po elektroprenosu pDNA določili 6-krat večje izražanje senzorja Ddx60 in 2-krat večje 
izražanje senzorja Ifi204/p204 kot po elektroprenosu pDNA s protokolom EP1. Izražanje 
senzorja Dai je bilo pri obeh protokolih podobno. Na celični liniji TS/A smo po 
elektroprenosu pDNA s protokolom EP1 opazili povečano izražanje senzorja Dhx36, 
izražanje senzorja Dai pa je za 4,6-krat večje glede na protokol EP2. Po elektroprenosu pDNA 
s protokoloma EP2 in EP3 se je povečalo izražanje senzorja Ifi204/p204. Pri celični liniji WEHI 
164 se je protokol EP2 izkazal za najbolj učinkovitega glede na povečano izražanje senzorjev 
in po elektroprenosu pDNA s protokolom EP2 opazimo poleg senzorjev Ddx60, Dai in 
Ifi204/p204 še dodatno izražanje senzorjev Lrrfip1 in Ifi202/p202. Glede na izražanje 
senzorjev na tumorskih celičnih linijah TS/A in WEHI164 se je najslabše izkazal protokol EP3. 
Po elektroprenosu pDNA s protokolom EP3 smo na celični liniji TS/A določili 2-kratno 
povečanje mRNA senzorja Ifi204/p204 in 3-kratno povečanje mRNA senzorja Dai na celični 
liniji WEHI164.  
Povečano izražanje proteinov DDX60 in DAI po elektroprenosu pDNA smo dokazali na 
tumorskih celičnih linijah. Protein DDX60 smo dokazali na celični liniji B16F10 in izražanje 
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proteina potrjuje naše rezultate na ravni mRNA. Protein DAI smo dokazali na celični liniji 
TS/A, vendar je večkratnik povečanja izražanja glede na rezultate qRT-PCR manjši.  
Tudi na netumorskih celicah smo opazili razlike med povečanim izražanjem senzorjev in 
uporabljenim protokolom. Na celični liniji C2C12 smo doličili s protokolom EP2 večkratno 
povečanje senzorja Ddx60 glede na protokol EP1 in obratno, s protokolom EP1 smo določili 
večkratno povečanje senzorja Dai glede na protokol EP2. Povečano izražanje senzorja 
Ifi204/p204 smo določili po elektroprenosu pDNA s protokolom EP2. Pri celični liniji L929 se 
je povečalo izražanje senzorjev Ddx60 in Dai po elektroprenosu pDNA s protokoloma EP1 in 
EP2, izražanje senzorja Ifi204/p204 pa se je povečalo samo po elektroprenosu pDNA s 
protokolom EP2. Na celični liniji KERA 308 se je po elektroprenosu pDNA s protokoloma EP1 
in EP2 povečalo izražanje senzorjev Ddx60, Dai, Ifi202/p202 in Ifi204/p204, povečano 
izražanje senzorja Aim2 pa smo opazili po elektroprenosu pDNA s protokolom EP1. 
Povečano izražanje Aim2 nakazuje na možnost, da pri tej celični liniji aktiviramo še eno 
obliko celične smrti – piroptozo. Piroptoza je visoko vnetna oblika programirane celične 
smrti, ki se najbolj intenzivno pojavi po okužbah z intracelularnimi patogeni. Za razliko od 
apoptoze ta oblika celične smrti zahteva encim, kaspazo 1 (Fink in Cookson, 2005), ki se 
aktivira preko inflamasoma (Fernandes-Alnemri in sod., 2007). Na keratinocitih so že 
dokazali, da pri bolnikih s kožnimi spremembami zaradi luskavice AIM2 sproži aktivacijo 
inflamasoma in izločanje IL-1β preko inflamasoma AIM2 (Dombrowski in sod., 2011). Na 
celičnih linijah KERA 308 in L929 smo zaznali tudi endosomalni senzor DNA Tlr9, ki ga v 
ostalih testiranih celicah nismo. Obe celični liniji gradita kožo. Keratinocite večinoma 
sestavljajo epidermis, ostale celice v epidermisu so Merklove celice, Langerhansove celice 
in melanociti, fibroblasti pa so v dermisu kože in so sposobni proizvajati in reagirati na 
številne citokine, kar omogoča njihovo sodelovanje z levkociti (Delves in Roitt, 1998). Znano 
je, da se receptorji TLR izražajo v številnih celicah kože, vključno s keratinociti, 
Langerhansovimi celicami, makrofagi, dendritičnimi celicami, celicami T in B, adipociti in 
fibroblasti. V koži imajo pomembno vlogo pri obrambi pred mikrobi, vpleteni pa so tudi v 
vnetne bolezni kože (Kang, Kauls in Gaspari, 2006; Miller in Modlin, 2007; Dombrowski, 
Koglin in Schauber, 2012).  
Naši rezultati na 2D celičnih linijah in vitro ne kažejo na povezavo med povečano transfekcijo 
in izražanjem senzorjev DNA. To lahko razložimo z različnimi vstopnimi mehanizmi pDNA. 
Med elektroprenosom pDNA vstopi v celico z mehanizmom endocitoze (Rosazza in sod., 
2016). Da pride do aktivacije senzorjev DNA, mora pDNA preiti v citosol, kar se lahko zgodi 
že na samem začetku, t. i. »zgodnji endosomalni pobeg« (Nguyen in Szoka, 2012), ali pa do 
»pobega« pride pred vstopom v celično jedro. Poleg mehanizma endocitoze lahko DNA 
teoretično vstopi tudi skozi pore v membrani, ki se tvorijo med samo elektroporacijo (Smith, 
Neu in Krassowska, 2004; Pavlin in Kandušer, 2015). Tako za transfekcijo, ki se kaže kot 
prepis pEGFP v protein GFP, ne moremo reči, da vpliva na razliko v izražanju senzorjev DNA, 
saj je za to pomembna DNA, ki pride v citosol.  
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Skladno s povečanjem izražanja senzorjev DNA smo na vseh celičnih linijah določili 
povečano izražanje Ifnβ, ki je pokazatelj aktivacije senzorjev DNA (Takaoka in sod., 2007; 
Zhang in sod., 2011; C J Desmet in Ishii, 2012; Cavlar, Ablasser in Hornung, 2012). Na celičnih 
linijah TS/A, WEHI 164, C2C12 in L929 smo določali tudi prisotnost citokina Tnfα, ki se ravno 
tako izraža po aktivaciji senzorjev DNA preko proteina NF-kB in kinaze IKK (Paludan, 2018). 
Na vseh testiranih celičnih linijah smo določili povečano izražanje Tnfα. Na netumorskih 
celičnih linijah C2C12 in L929 smo tudi po aplikaciji električnih pulzov protokola EP1, brez 
elektroprenosa pDNA, določili 11-kratno in 94-kratno povečanje v izražanju citokina Tnfα. 
Na celični liniji KERA 308 smo po elektroprenosu pDNA in ob uporabi samih električnih 
pulzov s protokolom EP1 določili povečano izražanje Il-1β, kar ponovno nakazuje na 
aktivacijo signalne poti preko AIM2.  
IRF3 in NF-κB sta potrebna za izražanje številnih genov, ki so del prirojenega imunskega 
odgovora, aktivacija IRF3 pa je odvisna od fosforilacije preko kinaz (Fitzgerald in sod., 2003). 
Translokacijo IRF3 in s tem aktivacijo ene izmed signalnih poti aktivacije senzorjev DNA smo 
dokazali na celični liniji C2C12. Po elektroprenosu pDNA smo na celični liniji C2C12 določili 
največje izražanje citokina Ifnβ. Do prepisovanja genov za IFNβ lahko pride preko aktivacije 
senzorjev DHX9, DHX36 DDX60, DAI/ZBP1, LRRFIP1, p202 in p204. Ker smo v naši študiji 
določili povečano izražanje senzorjev DDX60, DAI/ZBP1 in p204 je do translokacije faktorja 
IRF3 verjetno prišlo preko pomožnega proteina STING in kinaze TBK1 z aktivacijo senzorjev 
DAI/ZBP1 in p204 (Atianand in Fitzgerald, 2013). Z aktivacijo senzorja DDX60 pa se kinaza 
aktivira preko proteina, spodbujenega s pomanjkanjem fosfata 1 (IPS1). Translokacijo IRF3 
so dokazali po transfekciji DNA z lipofektaminom na mišjih zarodnih celicah fibroblastov 
MEF (Ishikawa, Ma in Barber, 2009) in po okužbi z legionelo na humani celični liniji pljuč 
A549 (Opitz in sod., 2006).  
Na celični liniji TS/A in WEHI 164 smo potrdili povečano izražanje citokinov IFNβ in TNFα 
tudi na proteinskem nivoju, kar pomeni, da po elektroprenosu pDNA celice izločajo citokine, 
kot sta IFNβ in TNFα, ki se lahko vežeta na receptorje iste celice in tako delujeta avtokrino 
ali pa na receptorje sosednih celic in delujeta parakrino. Če se TNFβ veže na receptor TNFR1, 
pride do signalne poti z aktivacijo kaspaze 8, ki sproži apoptozo (Jorgensen, Rayamajhi in 
Miao, 2017; Paludan, Reinert in Hornung, 2019). Z vezavo IFNβ na receptor IFNR1 pa se 
sproži signalna pot prepisovanja proapoptotskih in provnetnih genov (Li et al., 2013). 
Dokazali smo prisotnost receptorjev IFNR1 in TNFR1 na tumorskih celicah. Skoraj vsi tipi 
celic izražajo receptor za interferon IFNAR1 (Trinchieri, 2010; de Weerd in Nguyen, 2012), 
kar bi lahko vodilo tudi v avtokrino-parakrini učinek. Celična smrt po elektroprenosu pDNA 
je tako lahko posledica produkcije IFNβ in TNFα.  
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5.4 CELIČNA SMRT PO ELEKTROPRENOSU pDNA NA CELIČNIH LINIJAH 
Po elektroprenosu pDNA smo določili povečano umrljivost celic, kar smo dokazali tudi s 
pretočno citometrijo, kjer smo preverjali deleže apoptotičnih in nekrotičnih celic. Delež 
apoptotičnih in nekrotičnih celic se poveča že ob uporabi samih električnih pulzov, po 
elektroprenosu pa delež še naraste. Na raziskavah in vitro smo s protokolom EP1 določili 
večji delež nekrotičnih celic na vseh testiranih celičnih linijah, razen na TS/A in B16F10, kjer 
med deležem apoptotičnih in nekrotičnih celic ni bilo statistično pomembnih razlik. Večji 
delež nekrotičnih celic z uporabo protokola EP1 lahko pripišemo dolgo trajajočim 
električnim pulzom, aktivaciji senzorja DAI, ki ob vezavi na DNA sproži nekroptozo in 
delovanju citokina TNFα na celice (Naudé in sod., 2011; Jorgensen, Rayamajhi in Miao, 2017; 
Paludan, Reinert in Hornung, 2019). Apoptoza je programirana celična smrt in povečanje 
deleža apoptotičnih celic lahko pripišemo tako aktivaciji senzorjev DNA kot avtokrinemu in 
parakrinemu delovanju izraženih citokinov. Z vezavo TNFα na receptor se aktivira kaspaza 
8, ki vodi v apoptozo, ob vezavi IFNβ na receptor pa se sproži prepisovanje proapoptotičnih 
genov (Baud in Karin, 2001). 
 
Slika 39 Signalne poti po elektroprenosu pDNA 
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Možne signalne poti po elektroprenosu pDNA v celico. Po elektroprenosu pDNA (rdeči krogci) ta primarno 
vstopi z endocitozo (modri krogi). Pobeg pDNA iz endosoma v citosol se lahko zgodi na začetku (early 
endosomal escape) ali kasneje, preden pDNA vstopi v jedro (Nguyen in Szoka, 2012). Plazmidna DNA lahko 
vstopi tudi neposredno preko por, ki se formirajo v celični membrani (Pavlin in Kandušer, 2015). Prisotnost 
pDNA v citosolu različnih celic je povezano z zvišanjem izražanja citosolnih senzorjev DNA DDX60, DAI in p204 
(Takaoka in sod., 2007; Unterholzner in sod., 2010; Miyashita in sod., 2011). Če se ti senzorji aktivirajo z vezavo 
na pDNA, se transkripcijski faktor interferon regulatorni faktor 3 (IRF3) transportira iz citosola v jedro in začne 
se prepisovanje genov za interferon β (IFNβ) (Stetson in Medzhitov, 2006; Takaoka in sod., 2007; Keating, 
Baran in Bowie, 2011; C J Desmet in Ishii, 2012). Povečano izražanje in izločanje proteina IFNβ lahko vodi v 
avtokrino in parakrino delovanje, saj se ta veže na receptor na celični površini, kar vodi v prepis vnetnih 
citokinov in apoptotskih genov. Dna senzorji p204 in DAI/ZBP1 lahko aktivirata signalne poti, ki vodijo v jedrno 
translokacijo transkripcijskega faktorja NF-ĸB in posledično v transkripcijo vnetnih citokinov, kot je TNFα 
(Takaoka in sod., 2007; DeFilippis in sod., 2010; Unterholzner in sod., 2010; C J Desmet in Ishii, 2012). TNFα se 
lahko veže na receptor na celični površini, kar vodi v aktivacijo dveh mehanizmov celične smrti (apoptozo ali 
nekroptozo) (Naudé in sod., 2011). Druga celična pot preko aktivacije citosolnega senzorja DAI/ZBP1 vodi 
neposredno v nekroptozo (Upton, Kaiser in Mocarski, 2012). Citosolni senzorji DNA, predstavljeni na sliki, so 
imeli povečano izražanje v tumorskih celičnih linijah B16F10, TS/A, WEHI 164 in netumorskih celičnih linijah 
KERA 308, C2C12 in L929. Ostali senzorji DNA (označeni z ?) ravno tako vplivajo na signalno pot. 
5.5 ELEKTROPRENOS pDNA NA SFEROIDIH 
Pri poskusih na sferoidih smo za elektroprenos uporabili protokol EP2 (1300 V/cm, 6 pulzov, 
trajanje 100 μs, 4 Hz), s katerim smo uspešno transfecirali zunanji sloj sferoida. Delež 
transfeciranih celic je dosegel 2,8 %, a je bila mediana jakosti fluorescence transfeciranih 
celic za 15-krat večja v primerjavi s kontrolo. Rezultati transfekcije na sferoidih so primerljivi 
z drugimi študijami elektroprenosa pDNA na sferoidih (Wasungu in sod., 2009; Marrero in 
Heller, 2012) in z rezultati, dobljenimi in vivo, kjer je bil delež transfeciranih celic majhen in 
omejen na obrobje tumorja (Cemazar in sod., 2002). Pri prenosu pDNA je pomemben stik 
pDNA s celično membrano (Wasungu in sod., 2009), ki je pri tumorjih in sferoidih omejen, 
saj pDNA nima neposrednega stika s celotno populacijo celic. Povezanost celic v sferoidih in 
tumorjih tako deluje kot fizična bariera, ki onemogoča difuzijo pDNA v notranjost sferoidov 
in tumorjev.  
Rast sferoidov smo opazovali 11 dni. Med drugim in sedmim dnevom smo opazili zmanjšano 
velikost sferoidov po sami aplikaciji električnih pulzov (EP) in po elektroprenosu pDNA 
(pDNA + EP), kar se ujema z rezultati na 2D celičnih kulturah, kjer že sami električni pulzi 
zmanjšajo preživetje celic. Za razliko od 2D celičnih kultur pa ne opazimo razlik v velikosti 
sferoida med skupinama, kjer dovedemo samo električne pulze in po elektroprenosu pDNA, 
kar bi bila lahko posledica povečanega izražanja senzorjev na sferoidih po dovajanju 
električnih pulzov. Četrti dan opazovanja sferoidov sta obe skupini (EP in pDNA + EP) dosegli 
enako velikost kot sferoidi v kontrolni skupini. Po elektroporaciji sferoidov celice izgubijo 
viabilnost v zunanjih slojih (Chopinet, Wasungu in Rols, 2012; Gibot in Rols, 2013). Izguba 
celične viabilnosti je odvisna od velikosti celic celičnih stikov, sekrecije ekstracelularnega 
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matriksa in velikosti nekrotične sredice (Chopinet, Wasungu in Rols, 2012; Gibot in Rols, 
2013). 
Na sferoidih smo preverili izražanje senzorjev (Ddx60, Ifi204/p204 in Dai) in citokinov (Ifnβ 
in Tnfα) 4 in 24 ur po elektroprenosu pDNA s protokolom EP2. Po 4 urah smo določili 
podobno regulacijo citosolnih senzorjev DNA Ddx60 in Ifi204/p204 kot na 2D celični liniji 
B16F10, izražanje senzorja Dai pa je bilo statistično značilno manjše. 24 ur po 
elektroprenosu pDNA je izražanje senzorjev še vedno povišano, a se je v primerjavi s 4 urami 
po elektroprenosu pDNA zmanjšalo. Za razliko od poskusov na 2D celični kulturi smo na 
sferoidih določili tudi povečano izražanje senzorjev DNA 4 ure po aplikaciji samih električnih 
pulzov (skupina EP), kar bi lahko pojasnili z gojenjem v mediju s hidroksimetil celulozo. 
Hidroksimetil celuloza ima lastnost zgoščevanja in tako olajša gojenje sferoidov, hkrati pa bi 
hipotetično lahko DNA odmrlih celic zaradi viskoznosti medija lažje prehajala med celicami 
in z endocitozo zašla v citosol. Stopnja izražanja IFNβ je bila pri sferoidih večja kot na 2D 
celični kulturi in na tumorjih, čeprav smo na celični liniji B16F10 določili višje izražanje 
citosolnih senzorjev DNA kot pri sferoidih. Na sferoidih B16F10 smo dočili tudi povečano 
izražanje citokina Tnfα.  
Po elektroprenosu pDNA smo na sferoidih določili tudi tip celične smrti. Pri sferoidih v 
kontrolni skupini opazimo manj kot 10 % viabilnih celic, pri kontrolni skupini 2D celične linije 
B16F10 pa je odstotek viabilnih celic 97. Do razlike v viabilnosti celic kontrolnih skupin med 
2D celično linijo in sferoidi pride zaradi oblike sferoida. Ko celicam v notranjosti sferoida 
začne primanjkovati hranil in se začnejo kopičiti odpadni produkti, pride do nekroze v 
središču sferoida. Nekroza se pojavi 50–200 μm od obrobja sferoida (Sutherland, 1988). Po 
elektroprenosu pDNA pa se delež apoptotičnih celic pri sferoidih poveča, kar smo opazili že 
na 2D celicah.  
5.6 ELEKTROPRENOS pDNA NA TUMORJIH 
Po elektroprenosu pDNA se je upočasnila rast tumorja in pri eni od desetih miši je prišlo do 
ozdravitve, kar je skladno z drugimi raziskavami (Heller in Coppola, 2002; Ugen in sod., 2006; 
Daud in sod., 2008; Heller, Todorovic in Cemazar, 2013c; Marrero, Shirley in Heller, 2014). 
Heller in sod. (2013) so ob uporabi iste pDNA kot v naši raziskavi po elektroprenosu določili 
večji delež ozdravitve tumorjev v primerjavi z našimi rezultati, vendar lahko to razliko 
pripišemo uporabi drugega protokola elektroprenosa. Poleg uporabljenega protokola 
elektroprenosa na ozdravitev tumorjev vpliva tudi sestava DNA. Z uporabo podobnega 
protokola in dostavo pDNA pUC18 v tumorje je prišlo do ozdravitve tumorja pri 70 % miši 
(Heller in Coppola, 2002), medtem ko je s 3-kratno dostavo pDNA gWizBlank do ozdravitve 
tumorja prišlo pri 25 % miši (Heller, Todorovic in Cemazar, 2013). Po elektroprenosu pDNA 
v tumorje in vitro na celični liniji B16F10 smo določili večji delež nekroze kot pri kontrolnih 
skupinah, kar se ob uporabi istega protokola EP1 ujema z našimi rezultati in z rezultati drugih 
Katarina Žnidar (2019). Vpliv genskega elektroprenosa na izražanje citosolnih senzorjev DNA 




raziskav elektroprenosa pDNA v tumorje (Savarin in sod., 2017). Po elektroprenosu pDNA s 
protokolom EP2 in vitro na celični liniji in sferoidih B16F10 se pojavi apoptoza, kar je bilo že 
opisano na tumorjih in vivo z istim protokolom elektroprenosa (Li in sod., 1999). Na 
upočasnjeno rast in ozdravitev tumorja vpliva tudi uporaba različnih kontrolnih plazmidov 
v poskusih in vivo (Bosnjak in sod., 2018). Izmed treh testiranih kontrolnih plazmidov 
(pControl, pVax in pENTRU6 scr) je pri elektroprenosu plazmida pVax prišlo do popolnih 
ozdravitev pri 33 % miši (Bosnjak in sod., 2018). Ob uporabi drugega protokola 
elektroprenosa je plazmid pVax ravno tako povzročil statistično pomemben zaostanek v 
rasti tumorja in ozdravitve (Heller, Todorovic in Cemazar, 2013). Pri tumorjih TS/A po 
elektroprenosu pEBTR/U6 sec pa ni bilo opaženega zaostanka v rasti tumorja (Nanni in sod., 
1983; Dolinsek in sod., 2015), kar pomeni, da je odzivnost tumorja na elektroprenos odvisna 
tudi od tumorja samega. TS/A velja za model, ki je slabo imunogen ali hladen tumor (Nanni 
in sod., 1983), kar se sklada tudi z našimi rezultati raziskave in vitro, kjer smo v primerjavi z 
B16F10 opazili manjkratno povečanje izražanja citosolnih senzorjev DNA in citokinov.  
V poskusih in vivo nismo opazili statistično značilnih razlik v izražanju senzorjev DNA, vseeno 
pa se nakazuje povečano izražanje senzorjev Ddx60, Ifi204/p204 in Dai, kar lahko pripišemo 
majhnemu odstotku transfeciranih celic v tumorjih. V pogojih in vivo ekstracelularni matriks 
ovira transport DNA v bližino celic, kar vpliva na zmanjšano transkripcijo in je potreben daljši 
čas izpostavitve elektroforetične sile (Gehl, 2003; Haberl in Pavlin, 2010). Na tumorjih 
melanoma smo dokazali izražanje senzorjev Tlr9 in Aim2, ki jih na celični liniji B16F10 nismo, 
kar lahko pojasnimo s prisotnostjo različnih celic znotraj tumorja. Na tumorjih smo poleg 
citokina IFNβ zaznali tudi izražanje Il-1β, kar se ujema s prisotnostjo senzorja AIM2, saj z 
aktivacijo AIM2 pride do dozorevanja IL-1β (Schroder in Tschopp, 2010). Ker Il-1β v celični 
liniji B16F10 sploh nismo zaznali, kaže, da tudi drugi tipi celic v tumorju odreagirajo na 
pDNA.  
Na tumorjih melanoma smo z barvanjem rezin tumorjev s hematoksilin-eozinom in kaspazo 
3 določili delež nekroze in apoptoze po elektroprenosu pDNA. Šest ur po elektroprenosu 
pDNA smo pobarvali rezine s kaspazo 3. Opaznih razlik med skupinami ni bilo. Na rezinah, 
obarvanih s hematoksilin-eozinom pa opazimo, da se je delež nekroze povečal že po 6 urah 
po elektroprenosu pDNA, po 20 in 36 urah pa je delež nekroze dosegel 84 %, pri uporabi 
samih električnih pulzov pa 37 %. To nakazuje na učinkovanje pDNA znotraj tumorja preko 
drugih mehanizmov, kot je aktivacija senzorjev DNA, in na vpliv okolja in vivo s 
posredovanim imunskim odgovorom.  
V raziskavi smo dokazali izražanje citosolnih senzorjev DNA na tumorskih celičnih linijah in 
povečano izražanje citosolnih senzorjev DNA po elektroprenosu pDNA na tumorskih in 
netumorskih celičnih linijah. Po elektroprenosu pDNA smo določili povečano izražanje 
citokinov in dokazali prisotnost receptorjev za IFNα in TNFβ. Na podlagi naših rezultatov 
lahko zmanjšanje viabilnosti celic po elektroprenosu pDNA razložimo z aktivacijo senzorjev 
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DNA in avto/parakrinega delovanja citokinov na celice. Delež transfekcije ne vpliva na delež 
izražanja senzorjev DNA pri protokolu EP1 in EP2, pri protokolu EP3, kjer je delež 
trensfeciranih celic manjši od 10 %, pa povečanja izražanja nekaterih senzorjev ne zaznamo 
ali pa je minimalen. Po prehodu na sferoide melanoma B16F10 opazimo po elektroprenosu 
pDNA povečano izražanje senzorjev in citokinov kot na celični liniji B16F10, na tumorjih pa 
do povečanega izražanja senzorjev ne pride, se pa poveča izražanje IFNβ in IL-1β.  
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Z raziskavo smo ugotovili:  
• Uspešno smo transfecirali vse celične linije s tremi različnimi protokoli 
elektroprenosa, uspešnost transfekcije pa je odvisna od uporabe protokola in celične 
linije. 
• Po elektroprenosu pDNA se z večjimi koncentracijami pDNA manjša viabilnost celic. 
• Dokazali smo izražanje citosolnih senzorjev DNA v tumorskih celičnih linijah. 
• Po elektroprenosu pDNA smo določili povečano izražanje senzorjev DNA DAI, p204 
in DDX60 na tumorskih in netumorskih celičnih linijah. 
• Netumorske celične linije C2C12, L929 in KERA 308 izražajo Aim2. 
• Kožne celice KERA 308 in L929 izražajo Tlr9. 
• Pri testiranih celičnih linijah po elektroprenosu pDNA opazimo povečano izražanje 
citokinov IFNβ in TNFα. 
• Po elektroprenosu pDNA na celični liniji KERA 308 opazimo povečano izražanje 
senzorja Aim2 in citokina Il-1β. 
• Transfekcija sferoidov je omejena na obrobje, po elektroprenosu pDNA opazimo 
povečano izražanje senzorjev in citokinov. 
• Po elektroprenosu pDNA opazimo upočasnjeno rast in ozdravitev tumorja. 
• Določili smo prisotnost vseh testiranih senzorjev DNA v tumorju B16F10, kaže se tudi 
trend povečanja izražanja nekaterih senzorjev, vendar ni statistično pomembnih 
razlik. Izražajo se tudi senzorji, ki jih na celični liniji B1F10 nismo zaznali, kar kaže na 
heterogenost celic znotraj tumorja. 
• Po elektroprenosu pDNA se poveča izražanje IFNβ v tumorjih. 
7 ORIGINALNI PRISPEVEK K ZNANOSTI 
 
Naši rezultati kažejo na nove mehanizme protitumorskega učinka elektroprenosa pDNA v 
tumorje. Celično smrt v tumorjih povzročimo tudi z aktivacijo citosolnih senzorjev DNA, ki 
jo povzroči pDNA v citosolu celic. S tem ko razumemo potek dogajanja posamezne metode, 
lahko bolje načrtujemo nadaljnje terapije.  
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